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Memoriei profesorului mev, 
academicianul C. IONESCU-MIHĂIEŞTI, 
alături de care am învățat, pentru 
întiia oară, ce însemnează infecția 
tuberculoasă, dedic această modestă 
lucrare 


lnteratura microbiologică romimească nu cuprinde, pină în 
prezent, o lucrare monografică de sinteză asupra micobacteriilor, 
care să prezinte, în egală măsură, datele teoretice și cele esperi- 
mentale privitoare la imunobiologia acestui important grup de 
germeni, precum și metodele de lucru în laborator, legate de diagnos- 
ticul infectiilor pe care le provoacă. 

Lucrarea de faţă încearcă să prezinte, într-o formă cât mai 
simplificată, mai limpede și mai completă, ambele aceste aspecte 
ale studiului micobacteriilor. În acest scop, am căutat să evit espu- 
nerile fastidioase, cu citate numeroase de autori, ori cu însiruirea 
erudită, dar adesea inutilă, de ipoteze sau de fapte incomplet veri- 
ficatie, reţinând numai noțiunile esenţiale și faptele cu temei ştiin- 
ite serios. 

Preocupîmdu-ne şi de utilitatea practică a unei asemenea 
lucrări, am dat o atenție deosebită metodelor de lucru în laborator , 
legate de aplicarea lor în clinica ftiziologică. 

Nădăjduim că, astfel concepută, lucrarea va fi de folos tuturor 
acelora pe care-i preocupă studiul bacililor acidorezistenţi, în 
raport cu organismele pe care aceștia le parazitează și în special cu 


organismul uman. 


PREFAȚA 


Iconografia a fost astfel aleasă încât să fie cât mai reprezen- 
tativă pentru fixarea unor anume concepte și în cea mai mare 
parte este originală. 

Solicităm îngăduință pentru eventualele omisiuni, inerente 
cadrului relativ restrâns al lucrării şi sperăm că ele nu privese 
noțiuni sau fapte esenţiale pentru cunoașterea, în linii mari, a 
lumii micobacteriilor. 
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CAPITOLUL | 
SCURTĂ PRIVIRE ISTORICĂ. 


CARACTERELE GENERALE 
ALE MICOBACTERIILOR 


i În lumea imensă a mieroorganismelor, micobadteriile alcă- 
tuiese un grup de germeni cu un interes deosebit pentru micro- 
biologie, atit prin marea-i răspîndire în natură, cît și, mai ales, 
prin raporturile pe care aceste microorganisme le pot avea cu 
diferite gazde, între care omul este una dintre cele mai preferate. 

Faptul că anumite specii aparţinînd acestui grup sînt răs- 
punzătoare pentru una dintre cele mai grave şi mai răspîndite 
infecţii care afectează specia umană — tuberculoza — a făcut 
ca studiul micobacteriilor să capete o extensiune şi o profunzime 
mai mare decît a oricărui alt grup de microorganisme patogene. 
Dar, cu toate progresele importante realizate pînă în zilele 
noastre, cunoaşterea ştiinţifică a acestor germeni este încă 
departe de a fi fost epuizată. 

Infecția tuberculoasă, ca maladie a omului, a apărut, foarte 
probabil, în timpuri străvechi, o dată cu organizarea primelor 
societăți omenești. Apariţia ei la specia, umană, ca şi la diferite 
alte specii animale sensibile, este posibil să fi fost legată de 
adaptarea la viaţa parazitară a unor micobacterii nepatogene, 
şi anume dintre acele saprotite ce abundă încă şi astăzi aproape 
pretutindeni în natură. 

În antichitatea, greco-romană, maladia tubereuloasă er: 
cunoscută sub numele generic de „itizie”?, sindrom consumptiv 
în care erau, probabil, înglobate mai multe afecțiuni asemănă- 
toare tuberculozei, dar între care aceasta ocupa, desigur, locul 
cel mai însemnat, În această epocă, medicina nefiind încă sepa- 
rată de religie, singure menţiunile privitoare la hemoptizie 
par Bă, Be refere la tuberculoză, Pe măsură ce practica medicală 
se laiciza, observațiile devin, tot mai precise, aṣa incit, prin e 
lul al IV-lea, boala începe să fio descrisă cu unele (as re 
mai pregnante, mai ales de către Hippocrat şi continuatorii săi 
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(şcoala din Cos). Dar de da acea epocă șI pină în secolul al 
XVII-lea, adică în tot lungul Evului Mediu şi al henaşterii, nu 
Se mai înregistrează — cu excepţia descrierilor rămase de la 
Areteus din Cappadochia — nici un progres în cunoasterea 
Ştiinţifică a infectiei. interzicerea, pe temeiuri religioase, a 


aennec (178 1820), 
Fig, 1 René Théophile-Hyacinthe Laennec (1781 


innîmală a acestei 
ituit cauza principală a aceste 
jerii í or, a constituit cauza prine aa e 
autopsierii cadavrelor, ù Cons prin pama 
Age îndelungate stagnări. Singure Déeg tni Se E? 
fe, f storo (1546) sugerează contagiozitatea probi 
racan DH 
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te Ve ere vc LI- el Sylvius din Amsterdam gi 
SERR ugüa descriu pentru prima oară in plămîn leziunile 
specifice ale maladiei, pe care le numesc tuberculi. În Anglia, 
Percival Pott (1720) semnalează localizarea osoasă (vertebrală), 
iar Bayle (1810), în Franța, arată că leziunile pot afecta gi dife- 
vite alte organe (ganglioni, intestin, laringe, rinichi ficat) gi 
vorbeşte de o „diateză tuberculoasă” cu o cauză specifică. El 
mai descrie şi „granulația miliară”, căreia îi atribuie însă o altă 
natură, enumerind şase feluri de „ttizii” (între care înglobează 
ŞI cancerul), 

Asttel, pînă la începutul secolului al XIX-lea, natura ade- 
"at a tuberculozei rămăsese învăluită într-o obscuritate 
completă. Atunci, trei mari observatori : Laennec, Villemin și 
Roch,au pus în mod definitiv bazele ştiinţifice ale cunoaşterii 
reale a acestei boli. 

René Theophyle Hyacinthe Laennec (1781 —1826) (fig. 1) 
clinician de geniu şi promotorul metodei auscultației şi al 
metodei anatomo-clinice, a arătat, cel dintii, specificita- 
tea şi unitatea infecției tuberculoase. Leziunile tuberculoase, 
atît de variate ca aspect, se reduc de fapt la două tipuri 
anatomo-patologice fundamentale : tuberculii ( miliari, cruzi, 
granulari şi închistaţi) şi infiltraţiile (galbenă, cenuşie şi 
selatinitormă), ambele avînd aceeaşi. natură, iar coexistența 
lor în același plămîn fiind o dovadă a identităţii lor de origine. 
Jean Antoine Villemin (1827—1892) demonstrează cel dintii, 
pe cale experimentală prin inoculare la animal de „materie 
tuberculoasă”, transmisibilitatea şi contagiozitatea tuberculozei. 
Aceasta nu mai poate fi privită ca o „diateză”, ci ca o boală 
infecțioasă, transmisibilă în serie. Ipoteza lui, eum că tuber- 
culoza „pentru a se naşte are nevoie de un germen venit din 
afară”, primeşte o confirmare definitivă prin descoperirea, de 
către Robert Koch (1843 —1910) (fig. 2), a agentului cauzator al 
bolii : bacilul care îi poartă numele (1882). Koch demonstrează 
prezenţa bacilului în toate leziunile specifice, în produsele pato- 
logice provenite din organismul infectat, îl izolează în culturi 
pure, care, inoculate la animalul sensibil, reproduo boala. SS 

Ca poziție sistematică, bacili tuberculozei aparțin genu We 
Mycobacterium, familia Mycobacteriaceae (Chester), ordinu 
Mycobacteriales (Prévot), clasa Actymomycetales Gage 
din subînerengătura Myoobaoleria, Acest gen cuprin ea Dë 
patogeni și ai altor maladii asemănătoare tube ` 
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general, se prezintă sub formă de bas 
mici, cu formă de obicei neregulată, - 
sau uşor încurbaţi, cu extremităţile 


tonașe („bacili”) relativ 
uneori ramificați, drepţi 
uşor rotunjite, omogeni sau 


Fig. 2. — Robert Koch (1843—1910). 


cu granulaţii. Pot apare fie izolaţi, fie alipiţi prin una a rusă: 
mităţi, foarte adesea, reuniți în mici pana E EH 
i f ă i ini în X, L, V. Se coloreaz g 
lari formează imagini în X, L, V. & lor Ace Tagor E 
i ar, cu regiuni mai clare, colo- 
form, uneori segmentar, d i Se 
ji jli ; orare mai speciale, 
ării. Utilizînd metode de co ciale E deea 
Lë distinge, în interiorul germenului, gr amulajii dispus 
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general, se prezintă s i i 

J X dl, St prezintă sub formă de bastonase ( bacili”) relati 
` H A N A d SEH Kee 

ĉi, Gu formă de obicei neregulată, uneori ramificati, dr ti 

sau uşor incurbapi, cn extremităţile usor alien pi 


rotunjite, omogeni sau 


Fig. 2. — Robert Koch (1843—1910). 


cu granulaţii. Pot apare fie izolaţi, fie alipiţi prin una din extre- 
mităţi, foarte adesea reuniți în mici grămezi, în care corpii baci- 
lari formează imagini în X, L, V. Se colorează în general uni- 
form, uneori segmentar, cu regiuni mai clare, refractare colo- 


rării. Utilizind metode de colorare mai speciale, în unele tipuri 


se pot distinge, în interiorul germenului, granulaţii dispuse 
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a SE ee Dee e . i ’ 3 q i d j 3 ] ozi ție b ipo lară, Există 
aaa "oi ed granulare. În culturi Vechi, se pot 
întâlni ȘI forme măciucate : actinomicoziforme (Mecinikov) 
Sint mobili, tără endospori, cultivind anevoie îndată, după, izo- 
larea lor din organism. Crese şi se înmulțesc lent, necesitând 
prezenţa, în mediile de cultură, de si ibstanţe organice Şi condiții 
de aerobioză, Posedă proprietatea, foarte caracteristică, de a 
rezista, după colorar a la cald cu un colorant bazic, la actiunea 
decolo antă a acizilor minerali diluați, de unde denu mirea, gene- 
rica de acidorezistenți sub care sînt în mod curent desemnaţi. 

Primul germen, descoperit din acest grup, a fost Myco- 
bacterium leprae (Armauer Hansen, 1868), agentul patogen. al 
leprei umane. În 1882, Robert Koch descoperă agentul cauzal al 
tuberculozei mamiferelor: Mycobacterium tuberculosis (Leh- 
mann şi Neumann) În 1898, Smith distinge tipul uman (Myco- 
bacterium tuberculosis var. hominis) de tipul bovin ( Mycobacte- 
rium tuberculosis var. bovis). În 1889 —1892, Rivalta, Maffucci, 
Strauss şi Gamaleia pun în evidenţă, existența tipului aviar : 
Mycobacterium tuberculosis var. avium. Între anii 1889 şi 1905, 
Sibley, Bataillon ş.a. descriu tipurile patogene pentru anima- 
lele cu sînge rece : Mycobacterium ranae (Kuster şi Lichtenstein) 
patogen pentru broască, Mycobacterium tropidonatum (Sibley) 
şi Mycobacterium thamnopheos (Aronson) patogeni pentru ofi- 
dieni (şerpi), Mycobacterium chelonei. (Friedmann) patogen 
pentru broasca ţestoasă, Mycobacterium piscium patogen 
pentru peşti. , 

În 1895, Johne și Frothingham identifică agentul patogen 
al enteritei hipertrofiante a bovideelor : Mycobacterium paratu- 
berculosis bovis („bacilul lui Johne”), iar în 1903, Ştetfansky 
la Odesa, descoperă bacilul leprei şobolanilor : Mycobacterium 
leprae muris („bacilul lui Ştefansky”). În fine, între 1805 şi 
1906, sînt identificaţi numeroşi bacili acidorezistenți  saprofiţi 
(din sol, ape, produse alimentare, secrețiuni, vegetale etc.) ca : 
Mycob.phlei (pe ierburi), Mycob. smegmatis (în smegmă), Mycob. 
butiricum (în unt), Mycob. graminis (pe graminee), Mycob. 
stereussis, beroliensis, freiburgensis lacticola ș.a. Mai recent (1937) 
Wells, a descoperit un bacil acidorezistent patogen pentru unele 
rozătoare (Microtus agrestis ş.a.) : Mycobacterium tuberculosis 
muris (sau Vole bacillus), care ar reprezenta cel de al treilea tip 
de mycobacterie patogenă pentru mamifere. Ă 

Bacilul tuberculozei mamiferelor, cel mai interesant tip 
de micobacterie, este foarte greu de distins, morfologic, şi tinc- 
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torial, de celelalte micobacterii. Se prezintă, 
(bacil) de dimensiuni variabile, în general între 1 și 4 u lungime 
ŞI 0,3 — 0,6 u lățime. Tipul bovin este mai gros şi mai scurt 
decît cel uman. În organism, bacilii sînt în general mai lungi 
decît în culturi. Morfologia lor depinde de asemenea, în mare 
măsură, de condiţiile de mediu. În corpul bacilar se pot pune 
în evidenţă, prin tehnici speciale (metoda Fontès), granulații 
cromofile (gramofile), a căror semnificație şi natură nu sînt încă 
bine lămurite, În colonii, bacilii sînt dispuși paralel unii față 
de alții, în sens longitudinal, alcătuind în ansamblu niște 
benzi, al căror aspect este de mustăţi sau torsade (tipul uman 
virulent), dispuse în „ochiuri de rețea” (fig. 3 şi 4). Elemen- 
tele bacilare sînt dispuse pe un substrat format dintr-o 
„Substanţă cianofilă”, pe care se pot observa numeroase forme 
granulare, care — după Laporte — ar rezulta din autoliza 
corpilor mierobieni. 
Spre deosebire de majoritatea celorlalţi germeni, bacilul 
tuberculozei este greu permeabil pentru coloranţii acizi sau 
bazici. De aceea, punerea lui în evidenţă s-a făcut târziu, şi după 
eforturi îndelungate. Koch cel dintii a reușit să-l coloreze, după 
un contact de 24 ore cu albastru de metilen alcalin. După el, 
Ehrlich a căpătat rezultate mai bune, folosind violetul de metil 
şi fuxina bazică, la care a adăugat şi un mordant (apa anili- 
natà); el a evidenţiat şi rezistenţa germenului la decoiorarea cu 
acid azotie diluat. Rindfleisch a înlocuit acidul cu alcool, încăl- 
zind totodată colorantul, şi obţinînd rezultate încă şi mai bune. 
În fine Ziehl și Neelsen pun la punct -(1885) tehnica rămasă de 
atunci clasică pentru colorarea bacilului tuberculos, bazîndu-se 
pe necesitatea de a-l trata cu un colorant energie la cald, şi, 
după ce a fixat colorantul de a-l diferenţia grație rezistenţei lui 
la acţiunea decolorantă a acizilor minerali diluaţi și a alcoolului 
(v. metodele de colorare). SE 
Colorarea acestor germeni se poate realiza şi la rece, dacă 
se prelungeşte mult contactul cu colorantul bazic sau dacă se 
adaugă substanțe care ușurează pătrunderea acestuia în corpul 
pacilar (tergitol, Tween 80 etc.): În acest din urmă caz, colo- 
raţia se face şi mult mai rapid (1—3 minute). ` g 
` Caracterul de acidorezistenţă pare a fi datorit unor ceruri 
nesaponifiabile (Anderson, 1932) din categoria iso AURA, 
riori, pe care Tamura (1913) a denumit-o micol. F S 
sens, s-a constatat că ceara „clorotormo-solubilă es e an 
titativ proporțională cu rezistența la decolorare a germenilo 
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şi că bacilii t si tai 
` H t uberculosi Dr A: $ è r 
ootä opriu-zişi sînt ai e 
aceast: n i dă LN ` i N sini mal bop; 
: tă substanță decit cei saprotfiţi. Cercetări ee ge 
ée aT nai re- 
colorația 


ce A 7 pje Ț d 
nte (Yegian, Vanderlinde. 1947) au arătat că 


Fig. 5. — Structura fină a bacililor tuberculoşi ` granulaţiile meta- 
cromatice şi membrana corpului bacilar puse în evidență la micro- 
scopul electronic, după hidroliză alcalină, urmată de extracție cu 
formamidă (după Gancevici). 


roşie-strălucitoare este datorită membranei citoplasmatice 
în care a pătruns colorantul în soluţie. Prin modificarea 
integrităţii celulei bacteriene, acidorezistenţa poate dispare. 
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Unii autori (Yegian şi Porter) £ 

Ki E (Yegian ŞI Por tor) au semnalat prezența, în cultu- 

e mere de bacili tubereuloşi, a unor mici bastonaşe şi granu- 
at BAG "avziatant: T Itat, Y i hi d Lag 
Vu neacidorezistente, rezultate probabil prin traumatizarea 


Fig. 6. — Structura fină a bacililor tuberculoşi: membranele bacteriene 
şi sranulaţiile Much, puse în evidenţă după hidroliză alcalină, urmată de digestie 
triptică și extracţie cu acid tricloracetic (după Gancevici). 


celulelor bacteriene, dat fiind că peretele celulelor tinere nu este 
îndeajuns de solid pentru a proteja membrana semipermeabilă 
citoplasmatică, responsabilă de reținerea colorantului. În unele 
produse patologice (conţinutul abceselor reci, eazeumul gan- 
glionar, exsudatele seroase, unele expectoraţii), în care nu se 
pot pune în evidenţă bacili, se pot găsi mici granulaţii gramofile, 
descrise pentru prima oară de Much (1908) şi cunoscute sub 
numele de gramulaţiile lui Much (fig. 5 şi 6). Ele ar reprezenta, 
după unii (Kahn, 1930) un stadiu de dezvoltare al bacilului tuber- 
culos, iar după alţii ar fi simple artefacte. 
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STRUCTURA ŞI COMPOZIŢIA 
CHIMICĂ A MICOBACTERIILOR 


Struetura lină a bacilului tuberculozei nu poate fi pusă în 
evidență cu microscopul optic obişnuit, ci numai cu ajutorul 
microscopiei electronice. Cu această tehnică, s-a putut pune în 
evidenţă, în corpul bacterian, o citoplasmă cu structură granu- 
lară foarte fină ; granulele citoplasmatice (fig. 5) au dimensiuni 
variind în general între 70 şi 250 u şi se prezintă fie uniform 
dispersate în masa citoplasmatică, fie comasate în diferitele 
regiuni ale acesteia. Semnificaţia reală a granulaţiilor nu este 
încă bine precizată, dar faptul că ele sînt formate esenţial din 
acid dezoxiribonucleic, a făcut să fie interpretate de unii ca 
formaţii nucleare cu rol activ în „ciclul evolutiv” al micobacte- 
riei (fig. 7). Citoplasma este înconjurată de o membrană fină, 
cu structură granulară, uneori plisată. Detaliile structurale se 
pot pune mult mai bine în evidenţă după liza celulei bacteriene 
printr-un tratament apropiat (hidroliză alcalină severă, urmată 
de digestie triptică şi extracţie la cald cu formamidă), care 
permite studiul amănunţit în special al materialului insolubil 
format din membrană şi granulele electrono-optice de volutină 
(G. G. Gancevici, 1958), (fig. 5 și 6). 


Compoziţia chimică a micobacteriilor, şi a bacilului tuber- 
eulozei în special, este foarte complexă. Cunoașterea ei este, 
totodată, de cea mai mare importanță pentru explicarea pato- 
pgeniei şi a bazelor terapiei active a bolii. ` $ E 

Analiza chimică a corpilor bacilari! a arătat că bacili tuber- 
culozei cuprind : un mare procent de apă (80—85 Käl săruri 
minerale gi substanţe organice : lipide, proteine ȘI hidrati de carbon. 

1. Sărwrile minerale, prezente în cenuşa rezultată din e 
nerarea corpilor bacilari uscați (corespunzind la 2,91—2,60- de 
din greutatea bacililor) sînt reprezentate prin compuşi de 
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potasiu, sodiu, calciu, siliciu, Josfor şi urme de mangan gi de fier. 
În general, germenii din culturile bătrîne conţin săruri în, can- 
titate mai mică decit cei din culturile tinere, însă proporţia 
acestora variază şi cu natura mediului de cultură. Proporția 
diverselor elemente în cenuşa bacilară ar fi următoarea (Goris 
şi Liot): 


NA EE DE 
A E Lee E EE erte Ee 
EE 
SCDE Ee ER Aa Ad 4/4 
HSC, SE Ee 
| La a SITA ES a A copia als) 
Mes e piece Dre a ae OI DID 0 
Aikaa e e onn o oto o Oar on 


Bacilii tuberculoşi pot fixa şi alte elemente, dacă acestea 
sînt încorporate, sub formă de săruri, în mediile de cultură 
sintetice, în care aceştia se dezvoltă (Al, Zn, As etc.). 

2. Substantele organice, cu structuri macromoleculare : 
tuberculolipide, tuberculoproteine şi tubereulopolizaharizi, ela- 
borate de corpul bacilar, au o importanţă deosebită pentru 
studiul infecţiei tuberculoase, ceea ce explică numărul imens 
de lucrări consacrate cercetării lor. 

a) Tuberculolipidele, sînt considerate ca cele mai impor- 
tante dintre componentele corpului bacilar, atît prin proporția 
însemnată (30—40% din greutatea uscată a germenilor), cât 
şi prin. rolul lor în patogenia infecţiei. 

Prin extracţii succesive în solvenţi organici (alcool, eter, 
cloroform, eter de petrol) şi reluarea fracţiunilor extrase cu eter, 
acetonă, și cloroform, s-au putut individualiza trei mari cate- 
gorii de asemenea lipide (fig. 8): 

— fractiunile acetono-solubile „cuprind acizi graşi, esteri- 
ficaţi (grăsimi neutre) sau neesterificaţi (liberi) dintre care doi 


sînt mai importanţi : acidul tuberoulosteamie (cu Cup) şi acidul 
Tote (cu Cal, 
CH, — (OB), — HU — (OHa)s — COOH 
| 
OH, 
Acidul [tioic 
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Acizii graşi liberi f o 3 

ee eri formează între 25 gi 50 : 

6 A A AAA YÖ 2D a ) Kette? 
acetono-solubile, care roprozintă, la rând şi 50% din grăsimile 


din oreutate: sita E E ıl lor, între 2 şi 110 
1 greutatea uscată a germenilor. Grăsimile nent re get E n- 
" neutre sint con- 


Fig. 7. — Ciclul evolutiv al unei micobacterii (tulpina B.C.G.) (după 
Rosenthal). 


stituite din esteri ai acizilor graşi cu un dizaharid nereductor : 
trehaloza. Injectată pe cale intraperitoneală la animal (iepure) 
în suspensie uleioasă, fracțiunea acetono-solubilă manifestă 
proprietăţi iritative, provoacă aflux leucocitar, stimulează celu- 
Jele conjunctive, și, în cele din urmă, poate determina şi aparitia 
de celule epitelioide ; A 

— fracțiunea, fosfatidică, corespunzătoare „acizilor tosta- 
tidici” ai lui Bloch sau tracţiunii 3” a lui Macheboeut, cuprinde 
prăgimile insolubile în acetonă, dar solubile în eter (Anderson). 
Este un complex format din săruri de sodiu, calciu sau magne- 
ziu ale acidului inosito-glicerotostorie, logat pe de o parte de 
acizi graşi, iar pe de alta de un poliozid în care ar intra imosi- 
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tolul. În aceste tostatide so regăsesc aceiaşi acizi graşi — satu- 


rm sau nesaturaţi — 
grăsimi. 


| BACILI VII | 


ALCOOL- OTER 
T) 


- ramificați sau nu — care există și în 
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Y 
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Ee S set 
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4 
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SOLUBIL INSOLUBII. 
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"OBARA | | CEARA | 
Ca al an 
Fig. 8, — Schema procesului de extracţie a lipidelor bacilare 
după metoda Asselineau, 
Pracţiunea fosfatidică este purtătoarea functiei haptenice 
rilor do bacili tuboreuloşi şi pare a fi res- 
lomentului, în prezența 


comune tuturor tipu 
ponsabilă de reacțiile 


de fixare a comp 
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serurilor specifice. Activitatea ci biologică este remarcabilă : 
in jectată intraperitoneal la animal, ea provoacă o intensă reacție 
giganto-celulară, care depăşeşte epiploonul, spre a se infiltra 
în subseroasă, unde produce mari formaţiuni psendotumorale. 
Țesutul neotormat evoluează spre cazeificare, care este însă, 
mai puţin intensă decît aceea provocată de germenii vii. Leziunile 
astfel provocate sînt comparabile cu acele determinate. de acidul 
ftioic, dar mai importante decît acestea. Procentul de fosfatide 
din corpii bacilari variază între 0,5 şi 1,5% microbi uscați (Asse- 
lineau). 


Prepararea fosfatidei bacilare (met. Takahashi, folosită în laboratorul nostru) : 
corpii bacilari se extrag, timp de trei săptămîni, cu acetonă la rece. Se îndepărtează 
acetona, iar corpii sînt retrataţi, timp de cinci zile consecutiv, cu metanol (la 
temperatura camerei), într-un Erlenmeyer, cu agitare continuă (agitator magnetic). 
Extractul obţinut se trece prin Seitz, apoi se evaporă (pînă la uscare). Reziduul 
gălbui obţinut se tratează cu acetonă la fierbere, în produsul rezultat se dizolvă 
în cloroform şi se refiltrează prin Seitz. Soluţia cloroformică obținută, (de culoare 
gălbuie), limpede, este tratată cu acetonă, pînă la obținerea unui precipitat alb- 
gălbui, care este cules prin centrifugare și uscat în vid. El se purifică prin dizolvări 
repetate în cloroform şi precipitări cu acetonă. Precipitatul final este cules prin 
centrifugare şi uscat în vid, apoi păstrat la — 30°C. 


— fracțiunea cloroformo-solubilă corespunde cerurilor” baci- 
lare şi cuprinde aproximativ 48% din totalitatea lipidelor. 
Conţine o proporţie însemnată (40%) de polizaharizi, care, prin 
hidroliză acidă, dau zaharuri şi esteri ai alcoolilor superiori, de 
tipul fliocerolului, cuplaţi cu acizi graşi de tipul acidului micolic. 

Cerurile bacilare, care sînt cuprinse în această fracțiune, 
sînt de două categorii : unele extractibile cu alcool-eter (ceara 
A), şi altele extractibile cu cloroform (cerurile B, C şi D). 
Cerurile din grupul A sînt ceruri adevărate. (esteri ai acizilor 
graşi cu un alcool superior : ftiocerolul). Cerurile grupului B, 
așa-numitele ceruri „moi”, sînt solubile în metanol şi sînt for- 
mate dintr-un amestec complex de ceruri şi gliceride. Cerurile 
din grupele C ai D sînt ceruri „purificate”, insolubile în metanol, 
cuprinzând în mod constant un lipopolizaharid şi acid micolie. 
Acesta din urmă este un hidroxiacid cu greutate moleculară 
mare, avînd, un rol deosebit de important în conterirea caracte- 
rului de acidorezistență al germenilor. Rolul biologic al agelar 
fracțiuni în patogenia intoolipi aşa cum se va vedea la capitolu 

pecti e considerabil. ` d 
e a TT bacilare sînt de două categorii : 4 

— proteine hidrosolubile (la pH și concentratii saline q &- 

rite); ele pot fi simple (dituzibile) și complewe (nueleoproteine) ` 
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Ee mt (na 
] ci unul din procedeele obişnuite). 

GE Proteinele hidrosolubile simple, difuzibile în, mediile de cul- 
SCH Sau antigeruce d precipită în prezența serurilor specifice, 

le posedă o activitate reacţională de tip tuberculinic, asemă- 
nătoare. aceleia a proteinelor din tuberculină, dar încă mai 
specifică, În ce priveşte reacţiile tisulare pe care le pot determina 
aceste proteine, tipul lor variază cu starea fizico-chimică, a 
proteinei injectate : în soluţie apoasă, determină doar un aflux 
de polinucleare şi o discretă apariţie de monocite; dacă este 
inoculată imediat după precipitare, apar şi celule epitelioide, 
dispuse pe alocuri în mici tuberculi. Spre deosebire de proteinele 
hidrosolubile, proteinele insolubile (intim legate de corpul micro- 
bian) determină aglomerări importante de epitelioide, celule 
gigante şi chiar tuberculi. 

'Tuberculoproteinele difuzibile au rol însemnat în determi- 
narea intoxicației tuberculoase (C. lonescu-Mihăiești şi colabo- 
ratori). Ele determină pe de o parte efecte toxice cu caracter 
acut, care pot duce la moartea animalului în 24 de ore cu feno- 
mene de şoc (alteraţii în plămîn, ficat și rinichi), iar pe de alta, 
în doze mici şi repetate, provoacă o intoxicație cronică, cu 
leziuni de tip degenerativ, selerogen. Animalul se caşectizează 
şi prezintă importante modificări sanguine : leucopenie, alterații 
degenerative ale granulocitelor, tulburări de coagulare și modifi- 
cări ale proteinelor serice. El se sensibilizează intens anafilactic și 
moare cu fenomene de şoc. Tubereuloproteinele au şi o marcată- 
acţiune chimiotactică asupra leucocitelor (agenţi activi de apel 
leucocitar) şi joacă un rol însemnat în declanșarea fenomenelor 
congestivo-hemoragice din cursul bolii, prin capacitatea lor de 
a determina sindroame de tip Shwartzman-Sanarelli (C. Tonescu- 
Mihăieşti, 0. ©. Oprescu, ş. a.). 


n-au putut 


Prepararea tuberculoproteinelor purificate 


1. În Institutul Cantacuzino, noi preparăm tuberculoproteina puriticată după 
următoarea metodă : culturi de bacili tuberculoşi pe mediul Sauton (6—sS săptă- 
mini, la 37°5 C) sînt sterilizate prin autoclavare (30 de minute la 115°C). Culturile 
omorite se filtrează prin pîlnii cu hîrtii de filtru sterilizate, iar tiltratul obţinut 
este concentrat pe baie marină (70— 80°C), pînă ce este redus la o zecime din 
volumul iniţial. Produsul concentrat obţinut se dializează în saci de celofan steri- 
lizaţi, timp de 48 de ore față de apa curgătoare şi apoi timp de 3—4 zile față de 
apa distilată, la temperatura de + 4°C, Soluţia dializată se filtrează prin pîinii mari 
cu hirtii de filtru sterile, apoi se trece prin filtrul Seitz ERK, Filtratul steril obținut 
este tratat cu acid triclor-acetic pînă la o concentrație finală de 4% (care se adaugă 
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„în fir subțire”, agitind continuu), Soluţia cu precipitatul obţinut se ține 24 de 
ore la + 4*C, apoi se centritughează, iar depozitul de precipitat obținut, separat 
de supernatant prin decantare se dizolvă într-o cantitate minimală de apă distilată 
sterilă şi apoi se neutralizează la pH 7,0 prin adăugare de NaOH N/10, Soluţia 
limpede obținută după neutralizare este dializată 24 de ore faţă de apă curgătoare 
şi încă 3 zile față de apă distilată (+ 4°C), după care se trece prin Seitz EK şi se 
lotilizează, 

2, În Institutul Pasteur, obţinerea tuberculinei purificate (P. 44) se reali- 
zează după cum urmează ` culturi de bacili tuberculoși pe mediul Sauton (8 săptă- 
mini) sînt sterilizate prin filtrare. Filtratele obținute sint tratate cu acid salicilic 
(PH 4,4), care precipită totalitatea substanţelor active, Precipitatul salicilic este 
izolat prin filtrare, apoi este uscat și tratat cu acetonă (în care substanțele cu acti- 
vitate tuberculinică sînt insolubile). Substanțele active sînt culese prin centrifu- 
sare, apoi sînt spălate de citeva ori cu acetonă anhidră, după care sînt uscate 
în vid. Se obţine o pulbere care se dizolvă în apă distilată la neutralitate și din 
care tuberculoproteina este precipitată cu alcool 95%. Se spală din nou de citeva 
ori cu alcool, apoi cu acetonă anhidră, după care precipitatul se usucă sub vid. 
Rezultă o pulbere albă, care reprezintă tuberculoproteina purificată livrată de 
institut sub denumirea de I.P. 48. Aceasta este repartizată în fiole și liofilizată, 
durata de conservare fiind de 2 ani de la data preparării. 


3. Tuberculoproteina etalon — internaţional: P. P. D. (purified-protein-deri- 
rate— Seibert) se prepară după cum urmează : culturi de bacili tuberculoși virulenți 
de tip uman pe mediul Long (8—12 săptămîni) sînt filtrate fără încălzire preala- 
bilă prin filtre Seitz mari. Filtratele sînt păstrate tot timpul manoperelor la rece 
(1—2*C). Ele sînt concentrate prin ultrafiltrare („„gun-cotton membranes” 9%), 
pînă la a zecea parte din volumul inițial. După concentrare, se adaugă apă şi se 
continuă ultrafiltrarea pînă la reducerea la minim a conţinutului în săruri. 


în filtratul concentrat, se face o primă precipitare de proteină (tuberculo- 
proteina C) prin adăugare de acid acetic (pH 3,8—4,7), cu agitare. Precipitatul, 
uşor colorat în galben, este centriiugat și spălat cu tampon acetat (pH 
4,0, f£. = 0,02). Purificările următoare se practică prin redizolvare şi reprecipitare. 
După îndepărtarea proteinei C, în supernatant se constată (electroforeză) existența 
a încă două proteine (A şi B) şi a unui polizaharid (II). Polizaharidul II se obţine 
din supernatantul rămas după îndepărtarea proteinei C la pH 4,0, care este adus 
la neutralitate cu alcali, concentrat prin ultrafiltrare şi tratat cu alcool 95% 
(agitare), pînă la o concentraţie finală de 30%. Precipitatul gelatinos, greu solubil 
în apă, în care dă o soluţie opalescentă, reprezintă „„polizaharidul PE Superna- 
tantul de la acest polizaharid (pH 7,0, concentraţie alcoolică 30%), ajustat la 
pH 4,6 prin adăugare de acid acetic şi agitare, dă un precipitat, care sorti panel 
proteinei B. După îndepărtarea proteinei B, se adaugă alcool (concentraţie fine) 
70%) pînă cînd se formează un nou precipitat, care conţine cea de a doua tuber- 


culoproteină (4). 


Nucleoproteimele, se desfac în mediu acid în proteine simple 
şi acizi nucleici de tipul acidului dezoxiribonueleie (denumit şi 
acid tuberculinic); ele sînt, de asemenea, agenţi puternio chi- 
miotactici pentru leucocite. i - 

c) Tuberculo-polizaharizii, tao parte integrantă diu aproape 
toate componentele bacilare. Se cunoso pînă acum peste $ 
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polizaharizi diferiți structural, legaţi fio de lipide, fie în aso- 
ciație cu acizi nucleici sau proteine. Pot fi extragi din, corpii 
microbieni, dar difuzează şi în mediile de cultură (polizaharizii 
difuzibili). De constituția lor pare să fie legată specificitatea 
de tip a germenilor. Au caracter de haptenă (precipită cu anti- 
serul corespunzător), nu sînt toxici, nu generează leziuni speci- 
fice, nu sensibilizează animalul nou şi nu manifestă decit o 
slabă activitate tuberculinică. Prezintă proprietăţi chimiotac- 
tice pozitive pentru leucocite. Adsorbiţi pe hematii normale, le 
fac aglutinabile de către serurile specifice corespunzătoare (hema- 
glutinare). Astfel „cuplaţi”, determină la animal elaborarea de 
anticorpi specifici (funcție antigenică). Este probabil că frac- 
ţiunea polizaharidică a bacilului tuberculos să fie comună, cu 
cea a bacilului leprei umane, întrucît complexul „hematie- 
tubereulopolizaharid” este aglutinat în contact cu seruri prove- 
nite de la leproşi indemni de tuberculoză (C.C. Oprescu,1952—54). 

Conţinutul în proteine și polizaharizi al filtratelor de cultură 
de bacili ai tuberculozei de diferite tipuri, variază cu tipul 
micobacteriei, aşa cum se vede în tabelul nr. 1 (C. Ionescu- 
Mihăieşti şi A. Dîmboviceanu).! 2 


„Tabel nr. ! 
Conţinutul în proteine şi polizaharizi al îiltratelor de cultură de diferite micobacterii 
Tipul de micobacterie 


Tipul componenţei 


s| a 
e SE a Elea: 
E E | Ele ee E E 
aa A e Ie E Ra (a Sa e RE 
Proteine 184,5| 164 | 24,9 | 135,5| 4,3 | 345 | 43 | 16,25 
Polizaharizi 113,0| 168 | 84,9 | 495| 27,5 | 17,8 | 26,2 | 12,5 
De asemenea, compoziţia chimică a diteritelor tipuri de 


pacili tubereuloși variază de la un tip de micobacterie la altul, 
în funcţie de compoziția mediului de cultură, ca SL de vârsta 
culturilor, așa cum reiese din tabelul nr. 2 (0. Tonescu-Mihăieşti 
și A. Dimboviceanu). 
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Tabelul nr. 2 


Compoziţia chimică (valori medii) a bacililor tubereulogi în relație cu virsta culturilor 
(mediul Sauton, ph 7,0 t° =37°5 6) 


N Tipul de bacil tuberculos 
Componentele — nene mh d 


uman bovin aviar vole B.C.G 
N i i ia iii i i a iei a EEN S 
Săruri minerale 2,83 1,86 2,13 4,80 2,15 
Hidrocarborante 16,30 20,15 17,00 13,6 14,41 
Proteine 43,52 35,87 37,74 35,0 40,0 
Ac. nucleici PP AZ, 3,14 2,55 7,27 3,61 
Ac. desoxiribonucleic 2,03 1,67 2,10 4,02 3,61 
Ac, ribonucleic 0,76 1,46 0,59 3,75 1,57 
N-acidosolubil 0,17 0,15 0,23 0,291 — 
N-aminat 0,024 0,006 0,008 — — 
G corpi (% ml mediu) 0,32 —1,32|0,47—2,84|0,23—2,77|0,15—1,44|0,23—2,51 
Virsta culturii (zile) 16—75 16—75 16—75 16—75 16—75 

D 


e 
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Grație echipamentului său enzimatice destul de complet, 
bacilul tuberculozei își poate satisface într-o anumită măsură 
exigenţele sale nutritive, deși sub raport calitativ complexul 
lui enzimatic este relativ redus (A. Dimboviceanu). Astfel, el 
se poate dezvolta atît pe mediile obişnuite, cu condiția ca ele 
să cuprindă glicerina ca sursă de carbon, cît și pe medii cu sub- 
stanțe organice complexe (ou). 

Dintre elemente, unele sînt indispensabile dezvoltării Tui 
(0,0, N, H, S, P, Mg şi K), iar altele sînt facultative (CI, Na, Fe). 
Cel mai important dintre ele este desigur ozigenul, micobacte- 
riile fiind foarte aerobe, iar creşterea lor arătîndu-se proportio- 
nală cu presiunea de oxigen din mediu. În anaerobioză, germenii 
îşi pierd complet vitalitatea după 3—7 zile, iar respiraţia şi 
multiplicarea încetează cu totul. Desicarea în vid conservă însă 
integral această vitalitate. Consumul în oxigen, ca şi capacitatea 
respiratorie sînt în mod constant mai ridicate la germenii tineri, 
decât la cei proveniţi din culturi mai bătrîne (A. Dîmboviceanun). 
Capacitatea respiratorie a micobacteriilor patogene este infe- 
rioară aceleia a micobacteriilor saprofite (A. Dîmboviceanu), cu 
excepţia tipului murin. 

Nutritia azotată a micobacteriilor este asigurată prin utili- 
zarea, azotului provenit din sursele cele mai diferite : aminoacizi 
(și în special acidul glutamic), diferite săruri amoniacale şi 
amidaze din mediu, cu deosebire asparagina (0,3%). 

Nutriția hidrocarbonată este indispensabilă pentru procu- 
rarea energiei necesare reacţiilor anabolice şi catabolice din 
corpul celulei bacteriene. Alimentul ternar de elecţie este glice- 
rina, sursa optimă de carbon, O jumătate din carbonul furnizat 
de molecula de glicerină este folosită pentru sinteza citoplasmei, 
a grăsimilor ği a cerurilor; cealaltă jumătate este degradată 
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pînă la stadiul do bioxid do carbon. icerina poate fi înlocuită, 
într-o oarecare măsură, prin alte hidrocarbonate (glucoză mal- 
toză, levuloză, trehaloză), în prezența acidului citric, ` 

Echipamentul enzimatice este format din egoenzime şi endo- 
enoime, lixoenzimele (amidaze do tipul asparanginazei, trans- 
aminaze, ureaze, fosfataze, lipaze și catalaze) variază în raport, 
cu tipul micobacteriei şi sînt cele mai active la tipul uman 
(C. Tonescu-Mihăieşti şi A. Dâmboviceanu). Nu s-au putut pune 
în evidenţă în mediile de cultură, maltaza, zaharaza, lactaza, 
amilaza, hialuronidaza, ribonucleaza, şi desoxiribonucleaza şi 
nici proteaze (singur tipul uman, elaborează o protează, de tipul 
tripsinei). Cercetările mai recente ale lui O. Tonescu-Mihăieşti ei 
A. Dîmboviceanu au arătat; că activitatea dehidrazică a mico- 
bacteriilor poate servi ca criteriu de diferenţiere între diferitele 
tipuri ale acestora, aşa cum se vede în tabelul nr. 3. 


Tabelul nr. 3 


Activitatea dehidrazică a micobacteriilor 


Conţinutul de dehidraze 


Tipul 

DEED 1 tee SE glucoză | lactat | fumarat | succinat 
Uman (Bac) | + 0 0 d 0 ` 
Bovin (Valle) (0) + EG) ++ 0 
B.C.G. 0 0 0 TAE) 0 k 
Vole bacillus E ebe 0 App AF a R 
Aviar (Griffith) | 0 0 0 0 L 
Phlei (61) +++ ++ | ++ ++ SS à 
Grassberger -H ++ FEE) EES) 


ratia optimă în ioni de hidrogen (reacția mediului) 
Se cu el micobacteriei. Astfel, pacilul Sabou 
de tip uman are o dezvoltare optimă la un pH iar d to 
7,4 şi 8,0; cel de tip bovin, între pH 5,8 şi 6,9 ; iar baoi îi tă 
geni pentru animalele cu sînge rece au nevoie de un e E ca e 
între 6,2 și 7,7. Pe mediile sintetice (tip Sauton), RA Ton S 
Mihăieşti şi A. Dîmboviceainu au constatat că bacilii de tip X Ge 
alcalinizează mediul începînd Sie a Agia! dal ăi în E ée 
DE e S ro a ajunge la 5,4 în ziua 
e do EE 8 KL dl dE se constată o alealinizare 


aug abac 
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a mediului spre ziua a 16-a, pentru ca să se acidifice uşor în 
ziua a 30-a și să revină la valorile iniţiale. 

Dimpotrivă, tipul aviar, care aciditică şi el mediul de 
cultură începînd cu ziua 16-a de la însămînțare, accentuează, 
progresiv această acidifiere, pe măsură ce timpul de incubație 
creşte, ceea ce face ca după 75 de zile pH-ul să ajungă la 5,4 

În ce priveşte metabolismul aminoacizilor O. Lonescu-Mihăieşti 
şi A. Dîmboviceanu au arătat că în ziua a 16-a de la însămînțare, 
pe lîngă asparagină, sînt prezenţi şi acizii aspartic şi glutamic ; 
după 45 de zile, asparagina dispare şi concomitent apar : acidul 
aspartic, acidul glutamic, alanina și serina. După 60—75 de 
zile de incubație, se constată în plus și prezența argininei și a 


glicocolului (pe lîngă asparagină, acid aspartic, acid glutamic, 
alanină și lizină). 


CAPITOLU 
LIV STRUCTURA ANTIGENICĂ 


A MICOBACTERIILOR 


Nu s-au putut pune în evidenţă deosebiri imunologie 
între diferitele tipuri de micobacterii, în sensul unei diferențe 
serologice de tip. Totuși, prin reacţii de aglutinare, de fixare a 
complementului, şi după adsorpţia aglutininelor, unii autori au 
putut distinge patru grupuri antigenice : grupul micobacteriilor 
mamiferelor, acela al păsărilor, al animalelor eu sînge rece şi al 

A micobacteriilor saprofite. Prin adsorpţia aglutininelor, s-a putut 
pune în evidenţă existenţa unui antigen comun tipurilor uman, 
bovin ŞI aviar, acesta din urmă posedind şi un antigen propriu. 
Tipul murin nu se deosebeşte serologic de cel uman și de cel 
bovin. Cercetări recente par să arate că specificitatea de grup 
este determinată de polizaharizi, iar aceea de tip de tubercu- 
loproteine. 

Tubereuloproteinele, sînt puternic antigenice ; injectarea lor 
la animal provoacă elaborarea de seruri antituberculoproteină 
cu titruri foarte ridicate în anticorpi specifici. 

Antigenul metilic, extras din bacilii tubereuloşi virulenţi, 
omorîţi prin căldură, degresaţi prin acetonă şi tratați apoi cu 
alcool metilic absolut, este cel mai bun antigen fixator pentru 
reacţiile de evidenţiere a anticorpilor tuberculoşi, prin metoda 
devierii complementului. Puterea lui fixatoare este superioară 
antigenului peptonat (B,) al lui Calmette şi Massol, ori a anti- 
genului cu ou al lui Besredka. Pentru prepararea antigenului 
metilic, se folosesc corpii bacilari proveniți. din culturi de § 
săptămîni, pe bulion glicerinat, omoriţi prin căldură. După 
filtrare, corpii rămaşi pe filtru se spală de două ori succesiv } 
cu apă distilată sterilă şi se lasă să se usuce la termostat. La i 
1 g de corpi microbieni uscați, se adaugă 100 ml acetonă pură, 
amestecul conservîndu-se 48—66 de ore la temperatura camerei 
sau la termostat, agitîndu-l cât mai des. Se filtrează apoi prin 
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EE E filtratul (conținînd lipidele bacilare acetono- 
Se indepärtează, iar corpii bacilari sînt din nou uscati 
la, termostat ŞI apoi trataţi cu alcool metilic la 37°, timp de 
10 zile, după care se filtrează din nou ; filtratul obţinut repre- 
zintă antigenul metilic brut. Peste un anumit volum din acest 
antigen se adaugă o egală cantitate de apă distilată sterilă ; 
amestecul se distilează în vid, pînă la completa evaporare a, 
metanolului. La un volum dat din emulsia, rămasă, se adaugă, 
două volume de apă distilată şi se izotonizează cu o soluție 
cloruro-sodică 16%, amestecînd bine totul. Amestecul final 
reprezintă antigenul metilic pur. Acesta este o substanță de 
natură fosfolipidică, cu o antigenicitate remarcabilă in vivo şi 
îm, vitro. El pare să posede (Boquet şi Negre) o acţiune preventivă 
faţă de infecția virulentă destul de semnificativă, conferind 
animalului o rezistenţă antibacilară evidentă, care se instalează, 
în lipsa unei dezvoltări concomitente a sensibilizării alergice de 
tip tubereulinic. Concomitent, el manifestă şi o remarcabilă 
acţiune antitoxică. 

Recent (1958—1961), autorii japonezi (Takahashi şi col.) 
au pus în evidenţă existenţa, în serurile de iepuri şi de oameni 
infectați cu bacili tubereuloşi virulenţi, a trei categorii distincte 
de anticorpi specifici, corespunzînd la trei antigene diferite de 
origine bacilară : antitubereuloproteină, antituberculopoliza- 
harizi şi antifosfatidă. 

` Antigenul proteinie şi antigenul polizaharidic au fost extrase 
“din culturi cu ajutorul ureei, iar antigenul fosfatidie a fost 
obținut din corpii microbieni omorîţi în prealabil cu acetonă, 
prin extracţie cu metanol. Autorii au- constatat că elaborarea 
şi titrul anticorpilor, obținuți prin injectarea acestor trei anti- 
gene, variază considerabil cu modul de infectare și cu virulenţa 
bacililor şi nu depind de gradul de sensibilizare alergică a orga- 
nismului infectat. Cel mai interesant dintre aceste antigene s-a 
arătat cel fosfatidic, care ar induce elaborarea de anticorpi 
specifici, în raport cu potenţialul evolutiv al infecției. 
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CAPITOLUL V 


CULTIVAREA MICOBACTERIILOR. 
CARACTERE CULTURALE 


Micobacteriile patogene, adaptate în mod natural la para- 
zitarea celulelor din seria limfatică, se dezvoltă greu şi lent pe 
mediile artiticiale de cultură. Acele saprefite, al căror parazitism 
este atit de strict, cultivă cu uşuriuţă şi cu rapiditate pe 
mediile simple, uzuale. 

Primele încercări de cultivare pe medii artificiale a mico- 
bacteriilor patogene au fost; foarte anevoioase, mai ales în, ce 
privește micobacteriile proaspăt izolate din organismul infectat. 
După izolare, prin treceri repetate, germenii se adaptează pro- 
gresiv, devenind din ce în ce mai puţin exigenţi, dar ritmul lor 
de dezvoltare continuă să rămînă lent. În general, micobacteriile 
patogene pentru mamifere (tipul uman, bovin şi murin) cultivă 
foarte anevoios şi numai pe medii speciale. Cele de tip aviar, 
patogene pentru păsări, fac tranziţie între acestea din urmă 
şi acele ale animalelor cu sînge rece sau saprofite, a căror culti- 
vare este foarte uşoară şi rapidă. 

Dezvoltarea tuturor tipurilor de micobacterii se face în 
condiţii de aerobioză— ritmul lor de dezvoltare fiind propor- 
tional cu presiunea de oxigen din mediu — şi la un optimum 
de temperatură, care variază de la un tipla altul : 37,5 —380 
pentru tipurile mamiferelor, 40—41"0 pentru tipul aviar, 
18—37*0 pentru tipurile saprofite şi cele patogene pentru ani- 
malele cu sînge rece. De asemenea, reacția mediului (pH-ul) 
prezintă un optimum variabil cu tipul micobacteriei : pentru 
tipul uman, pH-ul optim variază între 7,4 şi 8,0; pentru tipul 
bovin, între 5,8 şi 6,9, iar pentru tipurile patogene pentru 
animalele cu sînge rece, între 6,2 şi 7,7. 

Primul mediu artificial, pe care R.Koch a reuşit să capete 
culturi pure de bacili tuberculoşi patogeni plecînd de la tuber- 


culi ramoliţi și trituraţi, a fost serul coagulat de bou sau de 
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SS l 0 un BEE de mediu, ol a obţinut, după 15—20 de 
oloni vizibile macroscopic, care au putut fi trecy 4 i 
şi cu caro a izbutit să transmită infectia fibre a pia 
ia bici petic l í ansmită infecția la animal (cobai) 
E DEE e un E Er prin, introducerea, 
dote în o oziţia mediilor (Nocard ai Roi 1887). 
cartofului glicorinat (Pavlovschi, éi P E ; SS í 
Şi Gritton) şi a oului (Oafaldi, 1896). ; EE 

Între diferitele tipuri de micobacterii, se constată deosebiri 
note în ce priveşte aptitudinea de a se dezvolta pe diferite 
medii artificiale. Astfel, creşterea bacililor de. tip uran este 
favorizată do prezența glicerinei în mediu, dînd culturi lux A 
riante (dezvoltare eugonică), aceea a bacilului de tip ovia data 
parţial inhibată (dezvoltare disgonică). Numai după o adaptare 
prealabilă pe medii neglicerinate (ou coagulat, cartof simplu) 
dezvoltar a disgonică, lentă şi săracă, a tipului bovin. se modifică, 
obişnuindu-se să se dezvolte şi pe medii cu glicerină. Ca, și 
bacilul de tip bovin, cel de tip murin se dezvoltă mult mai bine 
pe medii neglicerinate şi numai după treceri repetate poate fi 
adaptat şi pe medii glicerinate. Tipul aviar se dezvoltă de la 
început luxuriant pe mediile glicerinate, iar după cîteva treceri 
se poate dispensa de prezenţa glicerinei. 

Mediile de cultură propuse pînă astăzi pentru cultivarea 
micobacteriilor sînt foarte numeroase şi numărul lor continuă 
să crească neîncetat; dar valoarea lor practică este foarte 
inegală. Din marele număr de formule propuse, numai puţine 
s-au dovedit, eficiente prin proba timpului şi de aceea, numai 
asupra lor vom insista aici. 


În general, se pot distinge trei mari categorii de medii, 
după utilizarea optimă la care ele se pretează în laborator : 

1) Medii de izolare, care convin pentru obţinerea de culturi 
pure plecând de la organe sau produse patologice şi în compoziţia 
cărora intră substanţe organice complexe (cartoful glicerina, 
sîngele gelozat glicerinat şi mediile cu ou : Dorset, Liibenau, 
Petroff, Petragnani, Loewenstein, Herold, Jensen); sînt medii 
sensibile şi au cea mai largă utilizare în practică (diagnostic 
bacteriologic) ; 

2) Medii de întreținere, folosite în special pentru păstrarea 
în timp a tulpinilor, de bacili izolate. deja din organism (bulionul 
glicerinat, cartoful biliat, mediile lui Ficker, Roemer, Lumière, 
Laporte); şi : A E 

3) Medii de adaptare sau sintetice în care germenii cultivă 
în condiţii diferite de cele necesare lor îndată după izolarea 


zile, 
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aer coa Cu impune 0 cultivare prealabilă pe mediile 
do izolare adecvate ; sint medii cu o compoziţie chimică bine 
definită, dar caro nu necesită prezenţa nici unui factor esențial 
de oreştore (Sauton, Long, Kischner-Hermann, Pezangon- 
Philibert, Lockemann, Proskauer ai Beck, Sula, Dubos, gi acela 
propus de Uniunea Internaţională contra Tuberculozei). 

Au Anoo on j ii iLK Lok ts% = 

A eparavea acestor medii necesită o acuratețe deosebită gi 
material de prima calitate (ouă foarte proaspete de la o sursă 
comună, substanţe chimie pure). În cele ce urmează arătăm 
tehnica amănunţită de preparare şi compoziția celor mai impor- 
tante și mai utilizate dintre mediile din fiecare categorie, expuse 
mai sus. 


Cartoful glicerinat. Se folosesc cartofi „săpunari” mari, fără ochiuri, care se 
spală bine cu apă şi săpun, se curăţă de coajă și se secționează în fragmente semi- 
cilindrice, cu ajutorul unui cuţit special. Fragmentele, spălate cu apă de robinet, 
sînt lăsate apoi 3—4 ore într-o soluţie de carbonat de sodiu 10%/g (alcalinizare), 
apoi sînt scoase şi spălate din nou cu apă de robinet şi cu apă distilată. După ce 
sînt scurse pe o hîrtie de filtru, se introduc în tuburi Roux (prezentind o strangulare 
la 3 cm de fund) în care se toarnă, pînă la baza fragmentului de cartof, soluție 
clorurosodică fiziologică glicerinată 40% sau bulion glicerinat 5%. Totul se steri- 
lizează la autoclav (20 de minute la 115°C). 

Singele gelozat glicerinat. Se prepară adăugind, la geloza glicerinală 6% şi 
lichefiată prin căldură, o treime din volum sînge defibrinat de iepure (în momentul 
în care geloza atinge 40°C), recoltat steril. Mediul are o culoare şocolatie şi convine 
în special pentru izolarea bacilului din Let, 

. Mediul Dorset. Se iau ouă de găină proaspete, se spală bine cu apă şi săpun 
şi se lasă, timp: de cîteva minute, într-o baie cu apă fenicată 5%. După scoaterea 
din baie, sînt flambate la ambii poli. Cu ajutorul unei pense sterile, fiecare ou 
capătă o gaură la unul din poli, iar prin polul opus se suflă în interiorul oului cu o 
pipetă Pasteur sterilă, aşa încît conţinutul oului să iasă prin gaura polară într-un 
vas cu gîtul larg, steril și tarat. Se amestecă conţinutul cîtorva ouă şi se adaugă o 
cantitate de apă distilată sterilă echivalentă cu 1/10 din greutatea ouălor. Se agită 
totul energic cu perle de sticlă sterile şi se filtrează printr-o pîlnie mare prevăzută cu 
tifon steril. Se repartizează în tuburi de 16 x 16 şi se coagulează în poziţie 
'nclinată, timp de două ore la 70°C. Se verifică sterilitatea la termostat timp de 
48 de ore, se capuşonează şi se păstrează la ghețar în poziţie verticală. Mediul 
convine în special cultivării tipurilor bovin şi murin de micobacterii. 

Mediul iiibenau se prepară în mod identic ca cel al lui Dorset, dar ouăle 
se amestecă, în loc de apă distilată sterilă, cu bulion glicerinat 4 Zoe într-o proporţie 
de 30% din greutatea totală a ouălor. Mediul convine în special tipului uman. 

Mediul Pelroff. Se lasă un număr de ouă (bine spălate) într-o baie de alcool 


de 70° timp de un sfert de oră. Apoi se sparg, iar conţinutul este bine amestecat ` 


a tă de -eticlä sterilă și filtrat printr-o pilnie cu titon steril. La 400 ml 
lil Mera se adaugă 200 Get filtrat de maceraţie de carne de vițel (250 g carne 
curăţită de vițel + 212 g apă distilată sterilă -+ 87,5 g glicerină pură, totul macerat 
în timpul unei nopți la ghețar), Se repartizează în tuburi, se coagulează prin 
încălzire timp de 0 jumătate de oră la 85°C în prima zi şi timp de încă o jumătate 


de oră la 75°C în ziua a doua şi a treia de la preparare, 
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Mediul Pelragnani. Înli-un balon de un litru 
la care se adaugă 6 g feculă de cartof, un gram de peptonă şi un cartof tăi 
mici fragmente, Balonul cu acest amestec se pune într-un vas cu apă la Marke în 
asigurindu-se omogenitatea amestecului printr-o mişcare de statt, Du ee 
minute, cînd amestecul s-a îngroșat, se lasă în repaus în baia marie clocotindă, 
timp de o oră, după care balonul este scos și lăsat să se răcească pînă pe la 60°C, 
cînd se adaugă conţinutul a patru ouă întregi, plus gălbenușul unui al cincilea, 
12 ml glicerină pură și 10 ml dintr-o soluţie 2%, de verde malachit. Se amestecă 
bine prin agitare, se filtrează prin pilnie cu tifon steril într-un balon, din care 
se repartizează apoi în mod steril în tuburi de 16 x 16. Se coagulează apoi în 
poziţie înclinată (încălzire 25 de minute la 85°C). 


Mediul Loewenstein (mediu de elecţie pentru izolarea bacililor tuberculozei 
din organism). Se dizolvă la cald, într-un recipient steril : 


se pun 150 ml lapte de vacă, 


fosfat monopotasic — Lg 
citrat de sodiu — ig 
sulfat de magneziu — Lg 
asparagină — 3g 
glicerină neutră (bidist.) — 60 g 
apă distilată — 1.000 ml 


Se autoclavează la 100° timp de două ore (această soluţie-mamă se poate 
conserva indefinit la rece, fără a se altera). Din soluţie se iau, în mod steril, 150 ml 
într-un balon de 500 ml cu perle (Pyrex-steril) şi se adaugă 6 g făină de cartof 
(amidon) şi 12 g glicerină neutră sterilă. Se agită totul bine cu perle, iar balonul 
se ţine o oră la 100°C (sau 15 minute la 100° și o oră la 56°C). În alt balon steril 
cu perle, se pun între timp, în mod steril, patru ouă proaspete întregi, plus gălbe- 
nuşul unui al cincilea şi se agită cu perle. Se adaugă apoi, în mod steril, agitind 
continuu, conținutul primului balon. Se continuă viguros agitarea, apoi se mai 
adaugă 5 ml dintr-o soluţie apoasă 2% verde malachit (extrare in Höchst). Se 
amestecă totul bine și se filtrează prin pîlnie cu tifon steril, repartizind în tuburi 
16 x 16 cîte 5—6 ml mediu de fiecare tub. Tuburile se pun înclinate pe nisipul 
unei băi de coagulare pînă se coagulează, apoi se ţin cîte două ore pe zi, timp de 
două zile, în baia de coagulare la 80— 85°C, după care se închid ermetic şi lì se 
face controlul sterilităţii. Se păstrează bine timp de 2—3 săptămîni la ghețar 
(+ 4*0). Ă : ; Dee E : 

Mediul Jensen este cel folosit de noi în mod curent pentru scopuri de diag- 
nostic bacteriologic, întrucît ne-a dat maximum de satisfacţie în ce priveşte sensi- 
bilitatea. Este însă necesară respectarea riguroasă a tehnicii de preparare pe care 
o expunem în amănunt : 


Prepararea acestui mediu se face timp de două zile consecutive. În după 
amiaza primei zile, se prepară, într-un pahar Erlenmeyer steril de 1 1, următoarea 
soluţie ` 


fosfat monopotasic — 24g 
sulfat de magneziu — 0,24 g 
citrat de magneziu — 0,608 
glicerină neutră — 12ml 
apă bidistilată — 600 ml 


` U V 3 teculă de cartofi, 
-un alt pahar Erlenmeyer steril, tot de 1 l sẹ pun 380 8 Mă u 
EPan He sterilizate timp de două ore la autoclav (vapori ` 100°C). în 
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dimineața zilei următoare, se curăță cu grijă două duzini de ouă proaspete, care 
se ţin apoi o jumătate de oră intr-o soluție 5% de sodă, după care sînt spălate cu 
apă şi ţinute din nou zece minute într-un amestec de apă și alcool. Ouăle sint 
apoi şterse cu comprese sterile, trecute rapid prin flacără ei sparte într-o capsulă 
de porțelan sterilă, de unde sînt vărsate într-un Erlenmeyer steril, aşa ca să a e 
volumul total de 1 litru ouă, şi sînt bine agitate cu perle sterile (într-un E 
steril de cel puţin 2 1). ' 

: Soluția cu săruri se varsă în mod steril în Erlenmeyer-ul cu feculă și amestecul 
se ţine un sfert de oră într-o baie cu apă la fierbere, agitind pentru o omogenizare 
cht mai perfectă, apoi este pusă o oră într-o baie de 56°C., Am estecul este turnat peste 
ouă şi se adaugă 20 ml dintr-o soluţie 2% verde malachit. Se amestecă prin agitare 
cu perle, apoi se trece prin pilnie cu tifon steril și se repartizează cite 6 ml în tuburi 
sterile 16 X 16. Tuburile sînt puse la coagulat în poziție înclinată, timp de o jumă- 
tate de oră la 83°C. 

După coagulare, mediul este galben-clar, dar în timpul păstrării devine 
uşor verzui, Vom căuta să ne dăm seama, după culoare, dacă ouăle au fost bune 
şi dacă reacția mediului este convenabilă (pH optim 6,9). Tuburile se păstrează 
două zile cu dopul de vată, la adăpost de lumină, pentru ca să se evaporeze apa 
de condensare, după care sînt capușonate. Apoi se păstrează la ghețar (+ £), 
fiind utilizabile timp de maximum trei săptămîni de la data preparării. În ase- 
menea condiții, sensibilitatea acestui mediu pentru detectarea bacililor tubercu- 
loşi din produsele patologice — chiar a celor paucibacilare — nu este întru nimic 
inferioară inoculării la cobai (Levaditi J., Kreis B.). 

— Însămînțarea produselor contaminate secundar se face după prealabilă 
tratare cu sodă. Apariția coloniilor are loc după 10—15 zile şi maximum pînă la trei 
luni. Vegetarea bacililor hidrazidorezistenţi poate întîrzia mai multe luni. Culturile 
trebuie examinate cel puţin la fiecare două săptămîni. 


Mediul Herrold. Se amestecă : 31 g geloză, cu 1000 ml apă distilată și cu 
12 g glicerină neutră sterilă. Se dizolvă în baie cu apă la fierbere (sau timp de o 
oră la 37°), agitînd pînă la clarificare. Se repartizează cîte 150 ml în baloane, 
se pun dopuri şi se sterilizează 20 de minute la 115*C (baloanele se păstrează pină 
în momentul întrebuinţării). În momentul preparării, se adaugă la fiecare balon, 
în mod aseptic, cîte un gălbenuş de ou, avînd grijă ca la adăugarea gălbenușului 
balonul cu geloză să se găsească la temperatura de 47°C. Se agită pentru unifor- 
mizare (fără a se face spumă !), se repartizează rapid, după un control prealabil 
al sterilităţii (nu se mai tindalizează). 


acopere 
rlenmeyer 


Sensibilitatea mediilor cu ou, înţelegînd prin aceasta capa- 
citatea lor de a permite obţinerea de colonii plecînd de la 
însămînțări cu un număr de bacili cit mai redus (ex. produse 
patologice paucibacilare), depinde de cîțiva factori, între care : 

— um procent optim de glicerină: în cantitate mai mare 
(5 —10%,) glicerină favorizează obţinerea de colonii abundente, 
dar exercită în schimb o oarecare inhibiţie în „pornirea ` reg: 
terii lor din, produsele paucibacilare ; de aceea, unii autori, spre 
a obţine o creştere a sensibilităţii unor medii de izolare, au 
redus cantitatea de glicerină pînă sub 1% (0,75% Jensen); 
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e — 0 temperatură de coagulare adecvată, ridicarea acesteia, 
peste un anumit nivel determinînd eliberarea din gălbennşul 
de ou a unor acizi graşi cu acţiune bacteriostatică (maximum 


permis de 


Mediul 


temperatură este 85°0, timp de 30 minute); 


Sauton (sintetic), Se dizolvă la cald, într-un balon de 2 litri : 


asparagină — d 8 

acid citric — 2 H 

fosfat bipotasic — 0,50 g 

sülfat de magneziu — 0,50 g 

citrat feric amoniacal — 0,05 g (se adaugă la urmă) 
glicerină neutră (bidist.) — 60 g 

apă distilată — 1000 ml 


Se neutralizează cu cîteva picături de amoniac pur pînă la pH 7,2, se repartizează 
şi se sterilizează un sfert de oră la 115°C. Însămînţarea se face depunind la supra- 
fața mediului un fragment de văl (3—5 mm), a cărui dezvoltare începe să devină 
vizibilă după aproximativ o săptămînă. 


Mediul 


Mediul 


Mediul 


Long (sintetic) cuprinde : 


asparagină 

citrat de amoniu 
fosfat acid de potasiu 
carbonat de sodiu sicc. 
clorură de sodiu 

sulfat de magneziu 


| 


| 
Orn 
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citrat feric amoniacal — 0,05 
glicerină neutră cn DI & 
apă distilată b — 1000 ml 
Kirchner-Hermann are următoarea compoziţie : 
fosfat disodic =) [3 
fosfat monopotasic — Lg 
sulfat de magneziu — 0,6 g 
citrat de sodiu — 3 g 
asparagină — 3g 
clorură de amoniu — D g 
soluţie 0,75% verde mala- 

chit — 0,5 ml 
soluţie apoasă de sulfat fe- 

ric amoniacal (0,01%) — 1 ml 
glicerină neutră bidist. — 20 8 
apă distilată - — 1000 ml 
Bezangon- Philibert se compune din : 
sulfat de magneziu — 4,50 8 
fosfat de potasiu — 0,50 g 
acid fosforic — 0,70 g 
succinat de amoniac — 4,60 a 
glicerină neutră — 35 & 


apă distilată — 1000 ml 
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Mediul Lockeman (fără albumină) are : 


fosfat monosodie 3g 
fosfat monopotasie Ap 
sulfat de magneziu 2,5 g 
citrat de sodiu - 2,5 4 
sulfat de fier şi amoniu Lg 
asparagină ss D 4 
glicerină neutră 25 g 
apă distilată — ad 1000 m 
Mediul Proskauer st Beck conţine : 
fosfat monopotasic — 0,50 g 
sulfat de magneziu — 0,06 g 
cit at de magneziu — 0,25 g 
asparagină — 0,50 g 
glicerină neutră -2 g 
sodă caustică — 0,25 g 
apă distilată — 1000 ml 
Mediul Kirschner modificat : / 
Naa HPO, . 7H0 — 3g 
KHPO, —4g 
Mg SO, (anh.) — 0,6 g 
citrat de sodiu — 2,5 g 
asparagină —5 8 
„citrat feric amoniacal — 0,05 g 
glicerină — 20 ml 
Tween 80 — 0,3 ml 
apă distilată — ad 1000 ml 


(autoclavare 15 minute la 15 p. (120°C) și 
adăugare finală de serumalbumină 0,5%). 


Mediul Tarshis-Elberg (pentru numărătoarea de colonii de b.K. pe plăci) > 


agar i — 15g 
glicerină p.a. — 1,0 g 
sînge (om) — 25 ml 
apă distilată -— 15 ml 


Í ă ă şi glicerină ; 1 este steri- 
Se dizolvă agarul în amestecul de apă și glicerină (la cald) ; amestecul e 
lizat la 121°C, timp de 15 minute, apoi se răceşte pînă la 45 C. Se adaugă Come: 
se amestecă totul şi se repartizează cîte 10 ml în plăci Petri, unde se lasă să s 
solidifice (pH-ul final 6,8). $ ES A 
Mediul Šula, sintetic, permiţind cultivarea în profunzime a bacililor tuber- 
culoși, este format din: 


fosfat disodic — 2,5 8 
fosfat bipotasic — 1,5g 
sulfat de magneziu — 0,5 g 
citrat de sodiu — 1,5 g 
asparagină — 2,0 g 

alanină — 0,15 g 
cistină — 0,05 g 
glicerină (28°B) — 20 g 


soluţie apoasă 0,2% verde d 
malachit = a A 
apă distilată — 1 
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Se sterilizează la autoclav (120°C), apoi se 


adaugă 10% ascită sau ser, pentru a 
se tampona la pH 7,0, ; Se 


Mediul Youmans de asemenea sintetic, folosit în special pentru testarea 


sensibilităţii micobacteriilor la antibiotice, este preparat din: 
asparagină Do 
fosfat monopotasic Do 
sulfat de potasiu 0,b g 
glicerol 20 g 


Aceste substanțe se dizolvă, în ordinea indicată, în 1000 ml apă distilată, se ajus- 
tează pH-ul la 7,0 cu o soluţie de sodă 40%, apoi se adaugă citrat de magneziu 
1,5 & 

Se sterilizează la autoclav 20 de minute la 115°C, apoi se adaugă aseptic plasmă 
citratată (umană sau bovină), sterilizată prin filtrare, așa încit să se obțină o con- 
centraţie finală de 10% şi se repartizează steril. 


Recent, un progres însemnat în prepararea de medii sinte- 
tice albuminoase, permiţînd cultivarea de bacili din inoculi foarte 
paucibacilari (de ordinul a < 10” mg), a fost realizat de R. J. 
Dubos, prin introducerea, la un mediu sintetic de bază, a unor 
substanţe care accelerează creşterea germenilor, făcîndu-i tot- 
odată să se dezvolte dispersat şi omogen (în profunzime) în tot 
cuprinsul mediului. Aceste substanțe sînt : 

— un ester al acidului oleic (derivat polioxialkilenie al 
monooleatului de sorbitan, cunoscut sub numele comercial de 
Tween 80), solubil în același timp în apă şi în grăsimi, care 
permeabilizează capsula adipoceroasă a pacilului, ușurînd astfel 
asimilarea elementelor în soluţie din mediu ; concomitent, prin- 
tr-o acţiune de suprafaţă (tensioactivitate), permite și o disper- 
siune omogenă (făcînd corpul bacilar hidrofil) ; 

— o albumină serică (fracțiunea a V-a a lui Cohn de serum- 
albumină bovină), care neutralizează acţiunea toxică a frac- 
ţiunilor de acizi grași eliberaţi prin hidroliza Tween-ului. 


Prepararea mediului Dubos. Soluţia de bază se prepară astiel : se încălzeşte 
pînă la dizolvare, în 100 ml apă distilată : 
fosfat monopotasie 1 
fosfat disodic — 6, 
asparagină — 1 


| 


apoi se adaugă: 
apă distilată — 850 ml ` 
hidrolizat. enzimatice de cazeină — 1—2 g (= 20—40 ml soluţie stoc în apă 
distilată, autoclavată). 
citrat de fier amoniacal — 0,005 — 0,05 g ee 
sulfat de magneziu — 0,01 g (1 ml sol. sterilă 1%) _ 
clorură de calciu — 0,0005 g (1 ml sol, sterilă 0,05%) 
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sulfat de zinc 


0,0001 g (1 ml sol. sterilă 0,01% 
sülfat de cupru GES 


0,0001 g (1 ml sol. sterilă 0,01%) 


Se ajustează la pH-ul la 6,5—6,8 și se distribuie în fiole Fourneau (A 25 mm) 
cîte 9 ml de fiecare fiolă. Mediul propriu-zis se prepară în continuare : i 
mediu (soluție) de-— bază 900 ml 
Tween 80—0,5 ml(5 ml dintr-o soluţie stoc de 10% în apă distilată, Se 
conservă la ghețar, şi se poate folosi maximum o lună). 
Se sterilizează la autoclav, apoi se adaugă : 


albumină bovină — 5 g (100 ml dintr-o soluție filtrată de 5%) 
glucoză — 5 g (10 ml dintr-o soluție 50% în apă distilată sterilă). 


Adăugarea albuminei şi a glucozei se face în fiecare din recipientele cu mediu, 
aşa ca să se obțină 10% concentrație finală din soluția filtrată de albumină şi 
1% din soluția de glucoză. Se controlează sterilitatea timp de 48 de ore la 37°C. 

Pentru a se mări randamentul culturii, se recomandă creşterea cantității 
de MgSO; ; cum însă această substanță precipită sub 0,01 g 999, trebuie stabilizată 
prin adăugare de citrat trisodic (0,05 g MgSO, + 0,13 g citrat la litru). 

În lipsa preparatului original de serumalbumină, se poate prepara o albu- 
mină serică echivalentă, în mod foarte simplu, anume : serul de bou se acidifică la 
pH 2,5 cu HCI N/10, se încălzeşte în baie cu apă la 65°C timp de 20 de minute 
(denaturarea globulinelor, care precipită cînd serul răcit este adus la pH 6,8). Se 
centrifughează şi se filtrează prin bujie lichidul supernatant. Acest filtrat albuminos 
se foloseşte în cantitate de 5 ml pentru 25 ml mediu de bază. 

Mediul Dubos solid se poate obţine prin gelozare, adăugind la 90 ml mediu 
de bază, 1,5 g geloză; se autoclavează, se răceşte pînă la 60°C, cînd se adaugă 
10 ml din soluţie de 5% albumină bovină, şi 1 ml dintr-o soluţie de penicilină 
(cu 5000 U 0/ml). Pe acest mediu, bacilii dau colonii albe și rotunde, foarte dife- 
rite de acelea de pe mediile cu ou. 

Autorii japonezi (Yamane, Minami şi Yasui) au propus un mediu cu Tween, 
mai simplu de preparat ca cel al lui Dubos şi cu rezultate asemănătoare acestuia ; 
mediul are următoarea formulă : 


clorură de amoniu — 1,0 g 
fosfat disodic — 6,5g 
fosfat monopotasic — 1,0 g 
sulfat de magneziu — 0,02 g 
clorură de calciu — 0,0005 g 
clorură ferică =- — 0,0005 g 
Tween 80 — 5,0 g 

apă distilată — ad 1000 ml 


Se dizolvă substanțele (cu excepția Tween-ului), se ajustează pH-ul la 6,8, se 
adaugă Tween-ul şi se sterilizează la autoclav. 


Caracterele culturilor. Pe mediile solide (fie. 9 şi 10), colo- 
niile de bacili tubereuloși de tip uman, apar după 10—15 zile 
de la însămînţare, sub forma unor mierocolonii punctiforme albe, 
care cu timpul se măresc (5—10 mm diametru) şi fuzionează. 
La început, de aspect rotun jit, ele devin repede neregulate, mate, 
verucoase, cu suprafaţa ondulată sau mamelonată şi cu tendință 
spre pigmentare, În interiorul coloniilor, bacilii vivulenţi apar 
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disp Şi 1 iron As olli 
pe o ei ect giw dée sub formă de muslăţi întoarse 
e orsade) (fig. 4), corpii bacilari fiind araniati in Aug A AN 
paralele d asul ( B+ ), corpii bacilari fiind aranjaţi în grămezi 
negt: ) dl formînd filamente lungi ai sinnoase, de 
gimi variabile, cu ramificații later BILUVESE, de 
s variabile, cu ramificații laterale. Această dispoziţie 


Fig. 11. — Aspecte morfologice comparative ale coloniilor 

de bacili tuberculoşi eu virulență diferită: 1 — tulpina 

atenuată B.C.G.; 2 — tulpina virulentă Hs, Rv şi 3 — tul- 
pina avirulentă H,,Ra (după Dubos). 


corditormă, de formaţiuni serpentine, lipseşte la formele aviru- 
lente (fig. 11 și 12). GE 
Coloniile de tip bovin apar mai tîrziu (20—60 de zile), iar 
acele de tip aviar foarte precoce (7 —12 zile) şi se dezvoltă repede 
dînd o masă gleroasă, netedă, cremoasă, caracteristică, Bacili 
paratuberculogi dau coloniile cele mai precoce şi mai abundente, 
vizibile macroscopic chiar după 48—72 de ore. Un caracter de 
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cultură important al micobacteriilor cultivate pe medii solide 
este consistenţa și friabilitatea coloniilor, precum și gradul lor 
de adezivitate là suprafata mediului pe care s-au dezvoltat. 
Astfel, coloniile de tip uman, nu aderă puternic la mediu şi se 
emulsionează greu în soluţie salină fiziologică ; cele de tip bovin 
sînt mai aderente la mediu și mai uşor emulsionabile în soluție 


Fig. 12. — Colonie de bacili tubereuloşi avirulenţi OD Da, fără prezența de 

„corzi-serpentine” (stînga); colonie de bacili tuberculoși virulenţi, cu „corzi- 

serpentine” nete (H;;RV), cu tendință la dispersiune pe suprafaţa mediului 
(dreapta) (după Dubos). 


salină fiziologică. Un alt caracter comun acestui grup de germeni 
este dificultatea de a se obţine suspensiuni omogene ; realizarea 
acestora, — totdeauna relativă — necesită operațiuni laborioase 
(triturare de mai multe ore sau zile în mojar). Unii autori au 
descris şi la micobacterii variante de tip S (smooth, netede) şi R 
(rough, rugoase), fără să fi putut preciza, însă, în ce măsură ele 
s-ar deosebi în ce priveşte antigenicitatea, virulenţa şi metabo- 
lismul fiecăreia în parte. Së $ 

Pe mediile lichide, micobacteriile se dezvoltă la suprafata 
mediului, erescînd sub forma unei membrane (văl), la început 
fine, apoi îngroșindu-se treptat şi întinzindu-se progresiv pe 
toată suprafaţa mediului, pînă cînd o acoperă tn întregime ; 
adeseori se ridică chiar pe pereţii balonului (fig. 13). 

Pe măsură ce se îngroașe, vălul se şi cutează e D 
regte), lăsînd însă dedesupt mediul perfect limpede. Ajuns la 
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dezvoltare; i maximă, vă 

ie a lui maximă, vălul gros cade la fundul v 
Propria lui greutate, iar din fragmentele rămase | 
se poate dezvolta un nou văl, ma 


Mal gros, care se întinde 


asului prin 
a suprafaţă 
LP Li ii A ` 
„Baeilii de tip uman fac nn văl 
mai repede pe suprafața mediului, 


Fig. 13. — Culturi de bacili tuberculoşi virulenți, de tip uman (stînga) 
şi de tip bovin (dreapta), pe medii lichide sintetice (Sauton) (orig.). 


în timp ce aceia de tip bovin, fac de regulă un văl mai subţire 
şi cu o dezvoltare în suprafaţă mai lentă. Pe aceste medii, tipul 
uman alcalinizează la început mediul şi în cursul dezvoltării ù 
acidifică progresiv, spre deosebire de tipul bovin, care îl alcali- 
nizează, de la început, fără acidifiere ulterioară. 

Vălul bacilar, în ansamblul său, prezintă o structură care 
poate fi pusă în evidenţă prin incluzionare în parafină şi exami- 
narea sechiunilor: colorate după metoda, lui Fontès (triplă colo- 
raţie cu fuxină, cristal violet; şi albastru de metilen). Cu această 
metodă, se constată că un văl este format din trei elemente : 

— o substanță cianofilă, care formează scheletul vălului, cu 
dispoziţie membranitormă sau tibrilară, care este singură pre- 
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zentă în culturile de cîteva zile și este din ce în ce mai abundentă 
pe măsură ce vălul îmbătrîneşte ; 

— 0 substanţă fuzinofilă, care nu reprezintă altceva decât 
totalitatea corpilor bacilari, cel mai adesea suprapuşi ; şi 

— gramulaţii, (corpusculi) cromofile, libere pe tilamentele 
substanţei cianofile sau incluse în corpii microbieni, cunoscute 
sub numele de granulaţii Much sau corpusculi cromofili. Semni- 
ficaţia lor nu este încă bine precizată; ele trec prin hîrtia de 
filtru, par să sensibilizeze cobaiul la tubereulină, au calități 
antigenice în vitro şi par să provină dintr-un proces de liză a 
corpilor microbieni- (Laporte). 


CAPITOLUL VI 


PUTEREA PATOGENĂ A 
MICOBACTERIILOR. INFECȚIA 
BACILARĂ EXPERIMENTALĂ 


În condiții naturale, puterea patogenă a micobacteriilor va- 
riază în mare măsură cu specia animală parazitată. Micobacteriile 
virulente, ca paraziți obligatorii, manifestă o specializare” a 
parazitismului pentru gazde adesea foarte diferite între ele din 
punct de vedere filogenetic. 


Între mamifere nu există nici o specie cu totul refractară 
infecţiei cu bacili tuberculoşi, obţinerea acesteia fiind în funcție 
de doza infectantă : intimă pentru unele (cobai), medie (om) sau 
masivă (şoarece). Adaptarea de predilecție pentru anume specii, 
a creat şi între micobacterii tipurile bine cunoscute, care deter- 
mină, după specie, un grad evolutiv anumit al bolii (tabelul 
nr. 4). 


Tabelul nr. 4 
Patogenitatea tipurilor de micobaeterii 


Tipul de micobacterie 
Specia animală 
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păsări domestice 
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Aşa cum se vede în tabelul nr. 4, tipul uman este patogen 
pentru om, cobai, maimuţă, şi, într-o oarecare măsură, pe at 
şoarece, hamster, cine, pisică şi papagal. Tipul bovin Pas SC 
patogen pentru bovidee, iepure, cobai, maimuţă, este mai gu 
pat ogen pentru om, şoarece, pisică ete. Tipul aviar imbolnăveşte 
păsările domestice ŞI iepurele fiind mai puţin patogen pentru 
e i ba ta ue EE 
ere deeg i o SO ' ] e Ge rozătoare (exemplu, 
vece le afectează, oe acestea ta 3 e e RE e 
micobacteriile EE pot fi ves AA WEE SE 
în organismul unor Get i EE GE e 

ganis a ale, nu posedă o acțiune patogenă 
proprie. 

_ Dintre toate animalele, cel mai sensibil fată de infectia 
bacilară virulentă este cobaiul. Sensibilitatea acestui animal este 
atît de mare, încît unii cercetători (Bretey) au reuşit să-l omoare 
cu tuberculoză generalizată prin inocularea unei singure celule 
bacilare virulente, izolată în prealabil cu micromanipulatorul, 
iar alţii (Widström) au propus ca test de virulență inocularea 
pe cale intravenoasă a unui bacil izolat. Pe lîngă cobai, care 
rămîne „,reactivul”? principal pentru studiul patogenităţii, în 
laborator se mai folosesc în mod curent în acest scop iepurele 
şi șoarecele. 

Tuberculoza experimentală a cobaiului, a constituit şi con- 
stituie încă modelul cel mai complet și mai comod pentru cerce- 
tarea mecanismului patogenie al infecţiei. Acest animal este tot 
atît de sensibil față de tipul uman, ca şi faţă de cel bovin- 
Infectarea lui este posibilă pe toate căile de inoculare. 

Calea subcutanată, este calea de elecţie pentru provocarea 
bolii experimentale. inocularea infectantă se practică, de regulă, 
pe faţa internă a coapsei, drepte sau stingi, a trenului posterior 
al animalului ; este recomandabil ca locul de inoculare să fie 
întotdeauna acelaşi pentru ca; rezultatele obţinute să fie com- 


parabile. 

Animalul, culcat pe spate, este ţinut de un ajutor, cu o mînă 
de torace și cu cealaltă de piciorul posterior stîng. Operatorul 
prinde cu mîna stingă extremitatea labei posterioare drepte a 
animalului şi o întinde atît cît este necesar pentru a se netezi 
pielea, regiunii inghinale respective şi introduce acul seringi! prin 
pielea, coapsei, îndreptîndu-l paralel cu arcada orurală, dinăuntru 
în afară, spre plică. După ce se asigură că acul este liber în 
tesutul celular lax subcutanat, injectează lent şi cu precauţie 
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d tară Se notează greutatea, şi temperatura, rectală, 
animalului în ziua inoculării, si apoi den zë 0 

e i » ȘI apoi se notează cu eriiä 
toate semnele prezentate de acesta în zilele următoare Ta 
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Fig. 14. — Evoluţia bolii experimentale a cobaiului infectat cu bacili tuber- 
culoși virulenţi de tip uman, inoculaţi pe cale subcutanată (0,01 mg) (orig.). 


Dacă inocularea infectantă a fost făcută cu bacili tuber- 
culoși virulenţi de tip uman sau bovin în cultură pură şi în 
cantitate relativ moderată (0,1 mg germeni), evoluţia bolii 
experimentale se desfăşoară astfel (fig. 14): i 

La început, timp de 1—2 săptămîni, animalul pare să-şi 
păstreze o stare de sănătate aparent deplină. După acest interval, 
el începe să devină apatic, apetitul diminuă, iar la examenul 
obiectiv se constată o împăstare a regiunii de inoculare, Împăs- 
tarea se accentuează, evoluînd spre Jluotuenţă şi apoi spre abee- 
dare spontană. Astfel, nodulul, ramolit şi aboedat, ia forma unui 
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Fig. 15. — Şancru de inoculare la cobaiul tuberculos (39 de zile după infec- 
tarea experimentală) (orig.). 


Dacă inocularea s-a făcut cu puroiu bacilifer, sau cu o doză 
intectantă masivă, stadiul inflamator de „abees cald” este 
depăşit și la locul de inoculare se formează direct un „abces rece” 
ulcerat. Inocularea de doze infectante foarte mici poate face 
ca, șanerul de inoculare să fie aproape inexistent, deşi animalul 
va, face, mult mai tirziu, O infecție gencralizată mortală. 

Concomitent, la nivelul plicii inghinale, se simte la palpare 
unul sau mai mulți ganglioni duri, mobili, care rulează între 
degete, ca niște corpi străini. Această adenopaite inghinală, dato- 
rită hipertrotiei progresive a ganglionilor sateliți al rosiunu de 
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inocularea, ap măreşte din ce în ce mai mult 
Ven o rhasă ganplionară unică 
sîmbure de piorsică, 

Începînd din săptămîna a treia sau a patra, animalul începe 
Să slăbească vizibil, părul îşi pierde luciul si se zbirleste Keck 
animâlului încep să dovină proeminente, flancurile lui se de yri- 
mă; rëspira tia devine accelerată gi febra începe să se ridice posta 
9390 (limitele normale fiind între 38 gi 390). Starea, de cașexie 
progresivă, care traduce intoxicația profundă a organismu lui, du ce 
în celo din urmă la marasm, ucigînd animalul între 6 şi 8 săptămîni. 

_ Autopsia unui astfel de animal (fig. 16 şi 17), mort in 

extremis, arată că mersul bolii experimentale se desfăşoară în 
trei tape : 

a) etapa invaziei sistemului limfatic ; 

D) etapa invaziunii viscerelor subdiafragmatice (splină, ficat) ; 


» pină cind se før- 
ce poate atinge mărimea unui 


ai 
Cl etapa invaziunii aparatului respirator (plămâni). 

_ a) Invazia sistemului limfatic este faza cea mai caracte- 
ristică în instalarea şi propagarea infecției. Bacilii, introduşi în 
țesutul celular subcutanat, sînt în parte înglobați de polinmu- 
cleare ; acestea, încărcate de germeni și intoxicate sub acţiunea 
lor, ajung în sinusurile cavernoase ale primului ganglion întîlnit, 
unde leucocitele mor, iar germenii sînt captați de Mmononucleare. 
Prezenţa  bacililor determină metaplazia acestora în celule 
gigante, apoi în tuberculi care, prin ramolire, varsă cantități 
enorme de bacili în canalele limfatice eferente, diseminînd astfel 
infectia. 

„Această diseminare limfatică determină prinderea, rînd pe 
rînd, a tuturor grupelor ganglionare de pe parcurs : inghinale, 
promontoriene, lombare, retrohepatice, retromanubriene, axilare, 
traheobronşice şi cervicale, mai întîi de aceeași parte cu regiunea 
inoculată, iar: mai apoi — prin releul promontorian — și la 
grupele contralaterale. Ganglionii afectaţi pot atinge dimensiuni 
enorme și prezintă, la secţiune, un conţinut cazeos, for mat 
dintr-un, puroiu bacilifer bine legat, cremos, inodor. Urmează 
apoi diseminarea pe cale sanguină, care poate începe mult mai 
precoce decît s-ar părea, chiar din prima oră după inoculare, 
după unii, şi care duce la cea de a doua fază din evoluţia intec- 
tiei, invazia viscerală, A d ei 

b) Invazia viscerelor, priveşte splina și ficatul în special, 
Splina, cea dintii, se hipertrotiază rapid, ajungind la dimensiuni 
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enorme, chiar de zece ori volumul normal, devine congestivă, și 
apoi hemoragică, friabilă, cu suprafața neregulată, uneori bose- 
lată. Ea apare a un mozaic, avînd diseminate pe suprafata ei 
granulații caracteristice, la început fine gi puţin. numeroase, care 
evoluează spre granulaţii din ce în ce mai mari, galben-alburii, 
neproeminente, greu de separat; de re i 


emt nen stul parenchimului splenic 
ŞI rău delimitate. Pe măsură ce crese și se întind, ele confluează, 


în mase din ce în ce mai compacte, sub formă de adevărate plaje 
cazeoase, care ajung să cuprindă întreaga masă a organului. 
Ficatul suferă şi el un proces analog, dar de obicei mai puțin 
intens. El este adesea afectat mai mult de un fel de „ciroză 
tuberculoasă”, în care predomină procese adenomatoase de 
reparaţie (Stoerek), însoţite de ascită. Mult mai frecvent se 
constată însă procese de degenerescență galbenă avansată. 
Rimichii rămîn în general indemni sau se prind foarte tîrziu și 
relativ discret. 


c) Invazia plămânilor, este tardivă ; o dată prinşi, ei prezintă 
la suprafaţă mici gramulaţii. cenușii diseminate, care evoluează 
spre tuberculi din ce în ce mai mari, avînd centrul alb şi periferia 
cu aspect hialin, pe un fond de parenchim de culoare roşie- 
închisă, hepatizat. Între ei, grupele ganglionare traheobronşice 
sînt mult hipertrofiate şi cazeificate. 

Celelalte organe, aparţinînd aparatului genito-urinar, di- 
gestiv, ca şi glandele suprarenale ori peritoneul, rămîn în general 
indemne. 

înfecţia provocată pe cale suboutanată este aceea care con- 
vine cel mai bine pentru determinarea gradului de tubereulizare 
al animalului, determinare care se foloseşte curent în cercetările 
asupra metodelor de vaccinare şi de tratament chimioterapie şi 
antibiotic antituberculos. Gradul de tubereulizare se exprimă 
prin coeficienţi care arată stadiul de extensiune, la un moment 
dat sau la finele evoluţiei maladiei experimentale, al leziunilor 
specifice, la nivelul ganglionilor, splinei, ficatului şi DUNE 
Suma coeficienţilor găsiţi la nivelul acestor organe reprezint: 
indicele mediu de tuberculizare al animalului. SH 

Astfel, s-a convenit să se dea coeficientul (1) organului (gan 
glion, splină, ficat și pulmon) care prezintă doar 3 EE 
ușoară, fără leziuni vizibile macroscopic ; Ce out ud 
hipertrofia este netă dar moderată, cu congestie o À WE 
ţivă friabilitate, eventual rare granulaţii ; a ( ci de 
cînd hipertrofia este importantă, aspectul congestiv-hemoragie, 
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a 
Ku 


friabilitatea organului marcată, numeroase granulatii, frec- 
venți noduli, început de cazeificare. În fine, se dă coeficientul 
maxim de (4) pentru hipertrofiile masive, aspect intens con- 
gestiv-hemoragic, fviabilitate foarte marcată, zone întinse de 
cazeiticare (plaje cazeoase). Din această notație, se vede că, 
în cazurile în care infecția a ajuns la maximum de extensiune 
(ganglioni = 4, splină==4, ficat= 4 și plămîni = 4), indicele de tuber- 
culizare este cel mai ridicat : 16. Valorile intermediare rezultă 
din însumarea indicelor celor patru organe cercetate şi notate 
separat (fig. 14). 

Calea intraperitoneală, duce la moartea animalului după 
aproximativ o lună de la inoculare, prin peritomită bacilară. La 
autopsie, se vede marele epiploon transformat într-o masă 
alungită, cordiformă, neregulată şi voluminoasă, de consistență 
scleroasă şi presărată cu granulaţii şi noduli cazeificaţi, adesea 
aderentă de splină. Peritoneul parietal şi visceral este de ase- 
menea presărat cu granulaţii şi tuberculi şi conţine lichid. 
Ganglionii rămîn indemni, iar splina şi ficatul sînt prinse, ca şi 
în infectarea pe cale subcutanată. Inocularea pe cale peritoneală 
nu este de recomandat pentru injectarea de produse patologice 
în scop de diagnostic, dat fiind riscul mare de infecţie secundară 
cu germeni de asociație, care omoară rapid animalul prin peri- 
tonită acută. 

Calea intravenoasă, este foarte severă, ducînd la o dise- 
minare rapidă şi masivă, de tip granulic; inocularea directă 
în cordul stîng face ca procesul să devină și mai acut, pe cînd 
inocularea în cel drept duce la o localizare pulmonară. Parti- 
ciparea ganglionară este redusă. | 

Calea, intradermică, determină apariția, în regiunea injec- 
tată, a unui nodul care se dezvoltă progresiv, se necrozează 
din centru spre periferie şi se ulcerează, persistind pînă la 
moartea animalului. Participarea ganglionară este importantă 
şi generalizarea, infecţiei se face în mod analog ca la inocularea 
subcutanată. E 

Calea intrapulmonară, se poate realiza transtoracie, intra- 
traheal sau prin inhalare de aerosoli cu bacili. Se determină, 
astfel, o  bronhopneumonie fibrinocatarală, care Mi 
spre cazeificare, însoţită de o importantă hipertrofie a ganglio- 
nilor traheobronșici. Inhalarea pe cale aeriană de SAER 
fine paucibacilare poate duce la localizări tardive SE e 
nare (transport la distanţă prin fagocite, fără ua a po 
de intrare). Calea intratraheală este cea mai fidelă. 
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Greg mtraganglionară, constă în inocularea directă într-un 
ganglion din lanțul cervical inferior (metoda Ninni). Este inte- 
resantă pentru precocitatea răspunsului (după o săptămînă) 
ŞI prin posibilitatea de a se inocula chiar produse uşor supra- 
infectate (ganglionii distrugînd flora de asociaţie). 

Calea subarahnoidiană, provoacă o meningită bacilară 
mortală. 


Calea intrapleurală, determină apariția unui abces rece 
pleural, cu adenopatie mediastinală. i : 
; Calea conjunctivală, duce la generalizarea infecției pe cale 
limfatică, pornind de la căile limfatice ale regiunii cervicale. 
__ Calea orală, este cea mai puțin sensibilă, necesitînd admi- 
nistrarea unei cantități relativ mari de germeni pentru reali- 
zarea infecției. Se pare că această cale este aceea care provoacă 
tuberculoza spontană — extrem de rară de altfel — a cobaiului. 
Participarea ganglionară este importantă, afectînd cu deose- 
bire ganglionii traheobronșici, mezenterici şi subhepatici. Prin- 
derea masivă a parenchimului pulmonar pune în discuţie 
originea digestivă sau pulmonară (aeriană) a tuberculozei 
„spontane” a cobaiului. 


Rezultă deci că toate căile de inoculare provoacă, la cobai, 
în mod inevitabil şi constant, moartea animalului, prin genera- 
lizarea infecției pe cale limfatică şi hematogenă. 


Tuberculoza experimentală a iepurelui, diferă de aceea a 
cobaiului, dar este interesantă pentru că se apropie mai mult 
de tuberculoza umană (localizare de elecție pulmonară). Acest 
animal este rezistent la infecția cu bacili de tip uman, dar extrem 
de sensibil la aceea cu bacili de tip bovin şi aviar. Diseminarea 
infecţiei nu urmează căile limfatice, ci se face pe cale hemato- 
genă. Ca şi la om, şi spre deosebire de cobai, prin generalizarea 
infecţiei (cu tipul bovin), se pot obţine localizări metastatice în toate 
organele (leziuni osteoarticulare, oculare, genitale, intestinale 
ete.). Dar infectarea pe diferite căi, imprimă maladiei moduri 
de evoluţie diferite : 

Calea intravenoasă, este calea de elecţie pentru conferirea 
infecţiei generalizate. Cu tipul bovin, îmbracă întotdeauna un 
caracter acut, care duce la moartea animalului prin diseminare 
hematogenă de tip granulic : tuberculoza de tip Villemin. Cu doze 
infectante extrem de mici, se obţin numai tuberculi pulmonari, 
care uneori au tendinţă la regresiune spontană. infecția cu 
tipul uman este discretă, abortivă, cu tendinţă la vindecare 


P 


PUTERE 


alele Ceea ce face posibilă diferentiere 
ouă tipuri. W. Park a propus în acest scop in 


cale, a unei doze de 0,01 


urmează : 


Tipul uman 


Supraviețuire indefinită. 
La sacrificare, după cel puțin 
două luni : absența de leziuni 
vizibile macroscopic, sau gra- 
nulații izolate în plămîn 
fără cazeificare. Rinichii de 
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Ku 
kl 


a netă dintre cele 
ocularea, pe această 


mg din tulpina de determinat si 
3 a € D D Dm n i d i i | : 
cercetarea gradului de evoluție a leziunilor la autopsie, g 


după cum 


Tipul bovin 


„Exitus” mai înainte de 
două luni. La autopsie, întin- 
se leziuni pulmonare (noduli 
mari cazeificați, pe un fond 
de bronhopneumonie bacila- 
ră). Rinichi granulici. Splina 


RE 


regulă indemni. şi ficatul cu granulaţii dise- 


minate. 


inocularea de bacili aviari în doză mare determină o infec- 
ţie acută, cu mers rapid, fără leziuni vizibile macroscopic, dar 
cu numeroşi bacili în organe şi o hipertrofie hepatosplenică consi- 
derabilă : tuberculoza tip Yersin. 

Calea intrapulmonară. duce la instalarea de pneumonii ca- 
zeoase, iar cu doze mari se obţin formațiuni cavitare analoge 
cavernelor ftizice umane. Cu doze foarte mici, infecția. devine 
cronică, uneori chiar abortivă. 

Calea subeutanată provoacă o infecţie benignă cu tipul uman 
şi mortală cu cel bovin. Tipul uman realizează o boală discretă, 
deseori abortivă. La locul de inoculare, apare de regulă un abces 
local, care nu se deschide, evoluînd fără participare ganglionară. 
Pe plămîni pot apare mici tuberculi diseminați, splina şi ficatul 
rămînînd indemne. Cu tipul bovin, infecția devine severă, mor- 
tală, chiar şi cu doze infectante mici (10—8 mg). Același rezul- 
tat se obţine şi pe cale întradermică. 

Calea intracerebrală, puţin folosită, conferă o infecţie locali- 
zată şi benignă cu tipul uman și una severă, acută, cu cel bovin. 

Calea intraoculară, constînd în inocularea camerei ante- 
rioare a globului ocular, duce la o infecţie benignă cu doze intec- 
tante mici, şi la una gravă (fonta purulentă a ochiului, urmată 
de generalizare), cu doze infectante mari. ; 

Tuberculoza experimentală a maimuțelor, Se KEN 
deauna spre generalizare, urmată de moarte, E ar ës D 
de inoculare, acest animal fiind tot atît de sensibil ca şi cobaiul ; 


SC 
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spre deosebire însă de cobai, maimuța face cu mult mai frecvent 
déien spontană, Localizările cele mai frecvente sînt CN 
) Į Mare ¢ Aicostiv tf sila A ` s1: H D se sët er 
pu Sé Ce RE e, tipurile de bacili umani şi bovini fiind 

Tuberculoza experimentală a șoarecelui alb, mult cercetată în 
ultima vreme, este folosită astăzi în mod curent pentru „.testa- 
rea protecţiei”? conferită de diverse vaccinuri sau chimioterapice 
față de infecția virulentă de probă. Calea de elecție este cea 
intravenoasă (una din venele caudale), care duce, după 2—6 săp- 
tămîni (în funcție de doză), la o tuberculoză predominant 
pulmonară şi cu leziuni discrete, dar foarte bacilifere, în splină 
şi, în mai mică măsură, în ficat. Doza optimă pentru infectare, 
este de 1 —? mg bacili intravenos. La animalul mort in extremis, 
plămînii prezintă foarte numeroşi noduli mari, cazeificați, ai 
căror dimensiuni și frecvenţă pot servi la stabilirea unui „indice 
de tuberculizare” a animalului infectat. De remarcat că, chiar 
atunci cînd leziunile pulmonare au devenit foarte extinse şi 
extrem de bacilifere, ele nu prezintă caracterul de specificitate 
bine cunoscut, de tip giganto-celular şi cazeifiant, ci rămîn cu 
acela de inflamație nespecifică. Ele apar doar sub formă de no- 
duli cu celule spumoase”, traducînd reactivitatea particulară 
a acestui animal față de micobacterii. Celelalte căi de inoculare 
rămîn practic ineficiente. 

Celelalte animale nu prezintă vreo importanță practică deose- 
bită pentru studiul experimental al infecţiei bacilare ; caracterele 
infectării lor spontane cu bacili tuberculoşi vor fi arătate într-un 
capitol ulterior. 

În ce priveşte posibilitatea contaminării umane cu micobac- 
terii de un alt tip decît cel uman, o importanță deosebită revine 
infectării omului cu tipul bovin. Frecvența medie a infecției tu- 
berculoase bovine la om pare a se situa în jurul unui coeficient 
de 2,5%, (Gernez-Rieux). Contaminarea se produce, de regulă, 
pe cale digestivă, mai cu seamă la nou-născut și la copilul mic, 
prin ingerarea de lapte contaminat (provenit de la vaci cu ma- 
mită tuberculoasă) şi de derivate ale acestuia. 


Tnocularea virulentă a tractului digestiv se face fie la nive- 
lul cavităţii, buco-faringee, cu gancru de inoculare situat pe amie 
dale sau gingii, și prinderea secundară a ganglionilor cervicali 
(adenopatii cervicale), fie la nivelul mucoasei intestinale, cu ECH 
derea ganglionilor mezenterici. Frecvența cu care aceste c oas 
porți de intrare inaugureaza infecția, variază după A GH 
buco-faringee între 30 (Gertrude Meissner) şi 50% (Grithith), 
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cea intestinală variind cam între aceleaşi limite (2 ă 
Weissmann, 40%, după Urech şi Gegen GE e: 
; ] 1 Hopstetter, 50% după Dufourt). 
n raport cu localizarea leziunilor, bacilul de tip bovin este 
întîlnit mai ales în leziunile ganglionare, așa cum rezultă și din 
următoarele date datorite lui Bernheim (1962) : Es 


produsul patologic tulpini testate tip uman tip bovin 
expectoraţii 152 149 3 
lavaje gastrice 307 306 I 
lichide pleurale 21 21 0 
ler. 132 126 6 
puroi ganglionar 68 46 22 
prelevări gingivale 3 0 3 
produse diverse 39 38 1 


Între localizările extrapulmonare ale tuberculozei, bacilul 
tuberculos de tip bovin este întîlnit într-o proporție însemnată 
de cazuri, care atinge 16,5% (Gernez-Rieux). Localizările me- 
nimgee sînt datorite bacilului bovin, într-o proporție variind 
între 5 şi 15%; cele cutanate, mai reduse, nu depășesc, de re- 
gulă 3%. 

Identificarea tipului bovin dintr-un. produs suspect se face, 
de regulă, prin următoarele procedee : 

a) testul lui Park : inocularea pe cale intravenoasă a germe- 
nilor izolaţi în culturi la iepure, după tehnica indicată anterior ; 


b) testul lui Konno, care se bizuie pe lipsa de elaborare a 
niacinei de către bacilii tuberculoşi de tip bovin, spre deosebire 
de aceia de tip uman, care elaborează această substanţă în canti- 
tăţi însemnate ; 

c) însămânţarea pe mediul electiv cu brom-erezol-purpur 
(Wegener-Mitscherlich, 1951), pe care, după o incubație de 3—5 
săptămîni, bacilul bovin îl lasă nemodificat (cu păstrarea colo- 
raţiei iniţiale : albastru-violet; închis), în timp ce bacilul de tip 
uman. virează culoarea mediului spre galben-cenuşiu. 
ch: se face în prealabil un amestec 


rtoti tăiaţi foarte fin 
o baie cu. 
agitindu-l continuu. Se înseamnă nivelul amestecului iniţial şi 


ea la baie, completind volumul la semn cu apă 
şi se repartizează în flacoane de 


Prepararea mediului Wegener-Milscherli 
de cartofi cu apă, format din : 20 g feculă de cartof + 3 ca 
+ 450 ml apă distilată, amestec care este lăsat, timp de o oră, într- 
apă la fierbere, 
nivelul obținut după evaporar 
distilată. Amestecul se trece apoi prin tifon, 
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500 ml, cite 50 ml de fiecare facon : se sterilizează 35 de minute la 100°C, după 
"ara D WP ab ) o i A H F 
care toate flacoanele' se păstrează la ghețar (--4*C). Concomitent, se prepară 
mediul L.ockemann modificat, după următoarea formulă : 


EE EE eg? 0,70 g 
COSLA ALSO AIC ee 0,092 g 
fosfat monopotasie . .. .. 0,120 g 
citrat de sodiu Or 
sulfat de magneziu crist . . . 0,40 g 
sulfat feric amoniacal . . . . 0,015 g 
glicerină neutră p.a. . . . . 20 ml 
apă distilată fierbinte . . . . 200 ml 


se amestecă 110 ml din acest mediu, cu 50 ml din amestecul de cartofi, și se 
sterilizează totul, de două ori succesiv, timp de cîte 35 de minute, la 100°C. Se 
pune, într-un balon cu perle, conținutul a 4 ouă + încă un gălbenuş, ameste- 
cîndu-le bine, iar într-un alt balon se dizolvă 0,24 g brom-crezol-purpur în 50 ml 
apă distilată (filtrind soluţia obţinută). Se amestecă în mod aseptic conţinutul 
balonului cu Lockemann cu amestecul de cartofi, şi acel al balonului cu ouă + 
15 ml soluţie brom-crezol-purpur. Se repartizează în tuburi, care se pun la coa- 
gulat, în poziţie înclinată, timp de 10 minute la 85°C. 


CAPITO OXICITA 
LUL vi TOXICITATEA ŞI VIRULENȚA 


MICOBACTERIILOR 


„Pe lîngă proprietatea de a genera leziunile specifice, corpii 
bacilari ai micobacteriilor vii sau moarte, și în special al celor 
patogene, determină în organism fenomene de intozicaţie cu 
mers cronic sau acut. În unele cazuri, se întîmplă chiar ca orga- 
nismul tuberculos să moară nu din cauza marii extensii a lezi- 
unilor destructive tisulare, ci prin marasm fiziologic, cu aspect 
de toxemie sau de șoc tardiv: Astfel, cobaii şi iepurii injectați 
pe cale subcutană sau intravenoasă cu corpi bacilari omorâţi 
prezintă o stare de caşexie progresivă, care merge pînă la moar- 
tea animalelor. Un efect asemănător se obţine și prin injectarea 
de extracte acetomice. Pe de altă parte, încă de mult se cunoștea 
aşa-numita „boală a filtratelor”, care poate fi provocată prin 
injectarea, la animalul nou, de filtrate de culturi bacilare bătrine, 
lipsite de corpi microbieni, şi caracterizată printr-o scădere 
accentuată a tonusului muscular şi caşexie, urmate adesea de 
moarte, fără prezenţa de leziuni specifice în organe. Toate aceste 
efecte sînt datorite unei componente toxice netuberculogenice, 
capabile să provoace o intoxicație acută fără sensibilizare aler- 
gică şi fără generare de leziuni specifice (pneumonie albă”). 
Dar, pînă foarte recent, această componentă rămăsese neidenti- 
ficată. În 1955, o asemenea componentă a putut fi izolată (R. J. 
Dubos), din bacilii tubereuloși tineri, extrași cu monoclorbenzen, 
sub forma unei ceri galbene, corespunzind la 1% din greutatea 
iniţială a corpilor pacilari. Această fracțiune, denumită de autor 
;„fracțiumea a 7-a”, determină la animal (şoarece) moartea Sie 
tuia, precedată de o importantă pierdere în greutate, paralizie 
a trenului posterior, a mușchilor respiratori şi, uneori, „de ma- 
sive hemoragii pulmonare. Concomitent însă, „cercetările lui 
C. Ionescu- Mihăiești şi colaboratori au arătat că şi ët T 
natură proteinică (tuberculoproteinele difuzibile) manifes 


tite 
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AS ont a pentru animalul nou. Toxicitatea primară a 
d Proteine se traduce printr-o intoxicatie gravă, mergând 
pînă la moartea animalului în decurs de 24 de ore gi în tere 
cazuri — cînd acţiunea toxică se manifestă mai tardiv — moartea, 
este precedată de caşexie, leucopenie, alterări degenerative ale 
Or serice. La a e moarte cu intoxicație acută, plămînul, 
ficatul şi rinichiul prezintă alterări de şoc, iar la cele moarte mai 
i Es ege See de tip degenerativ, sclerogen. Este 
5 ă, de precizat în ce măsură sînt responsabile 
de aceste efecte toxice tuberculoproteinele difuzibile sau frac- 
ţiunile de natură lipidică. 

Virulenţa micobacteriilor, dacă înţelegem prin aceasta 
capacitatea lor de a asimila, sintetiza, şi elabora substanţe cu 
acţiune de alterare a celulelor organismului gazdă, pe seama, 
căruia celula bacteriană se multiplică activ, este o proprietate 
variabilă cu tipul de micobacterie şi en organismul parazitat. 
Aprecierea ei se face, în general, prin inocularea la animalul 
sensibil, a unor doze determinate precis de germeni. Animalul de 
elecţie pentru determinarea virulenţei micobacteriilor este co- 
baiul. Gradul de virulență este dat fie de durata medie de supra- 
vieţuire a animalului după inocularea unei doze date de germeni, 
fie de intensitatea medie a leziunilor viscerale (indicele de tuber- 
culizare) la un anumit stadiu de evoluţie a infecţiei. Determina- 
rea lui necesită deci prepararea unor doze bine definite de ger- 
meni infectanţi . În acest scop, trebuie obţinute suspensii omo- 
gene de bacili tuberculoşi, a căror greutate pe unitatea de volum 
să fie bine cunoscută. 


Practic, acest lucru se obţine astfel: cu o spatulă de platină, se prelevă, 
dintr-o cultură pe cartof (de 3—5 săptămîni), un fragment de cultură care este 
cîntărit la balanţa de precizie, apoi este trecut într-un balon cu perle de sticlă 
și agitat energic timp de cîteva minute. După ce a fost astfel dispersat, se 
adaugă în balon, încetul cu încetul şi cu agitare continuă, o cantitate de soluție 
fiziologică sterilă, sulicientă pentru a căpăta cantitatea de germeni dorită, pe uni- 
tatea de volum (mg/ml). Plecînd de la o suspensie bacilară astfel preparată, cu 
titru cunoscut, se pot ușor obţine, prin diluţii convenabile, dozele de injectat 
şi care de regulă sînt : 1,0mg;0,1 mg; 0,01 mg și 0,001 mg/l ml (pentru tulpi- 
nile proaspăt izolate, presupuse ca foarte virulente, se poate folosi şi doza de 
0,0001 mg/ml). Fiecare dintre aceste doze se inoculează, pe cale subeutanată, 
la cîte doi cobai, la care se urmărește, apoi, mersul comparativ al bolii experimen- 
tale, notîndu-se indicele de tuberculizare şi timpul de supraviețuire. În general, 
acesta din urmă este, pentru bacilii tubereuloşi de virulență medie, de 6—3 
săptămîni pentru doza de 1,0 mg de 8—10 săptămîni pentru doza de 0,1 mg, 
de 10—12 săptămîni pentru doza de 0,01 mg şi de aproximativ 4—5 luni pentru 


TOXICITATE ȘI - VIRULENŢĂ 
63 


doza de 0,001 mg. Dacă tulpina este într-adevăr virulentă, nici ] 
lele inoculate cu doze de 0,0001 mg nu va scăpa T în cal 
exitus in extremis (moarte cu indicile 
este mai slabă, timpul de supravieţuire 
la mai multe luni de zile. 


dintre anima- 
pînă în cele din urmă, de 
maxim de tuberculizare). Dacă virulența 
se prelungește proporţional, putînd ajunge 


Pentru titrarea comparativă. a virulenţei mai multor tulpini 
se recomandă injectarea pe cale imtradermică, la un același 
cobai, a cîte 0,1 ml din doza echivalentă ponderal (ex. 0,01 mg) 
din fiecare tulpină şi compararea, reacţiilor inflamatorii locale 
astfel provocate. 


| Recent, au fost propuse și cîteva metode de determinare 
îm, vitro a virulenței micobacteriilor, care permit o apreciere re- 
marcabilă a acestei virulențe, mai cu seamă dacă se practică si- 
multan, pe o aceeaşi tulpină, toate aceste metode. Mstodele se 
bazează pe reacţii citochimice de culoare şi constau în urmă- 
toarele : : 

1) Reacţia Dubos. Micobacteriile de testat se spală cu alcool 
metilic 50% de trei ori succesiv, iar depozitul bacilar se reia 
într-o soluţie-tampon, la care se adaugă roşu neutru 1%, (III 
picături pentru 3 ml soluţie). Lichidul obţinut este totdeauna 
limpede, iar depozitul prezintă o coloraţie roșie-carmin dacă 
micobacteria este virulență, roz dacă este atenuată și gălbuie 
dacă este avirulentă. Fixarea roşului neutru pe corpul bacilar 
poate fi uneori împiedicată de asparagină (în concentraţia de 
5%), dar această acţiune inhibitorie poate fi împiedicată prin- 
tr-o spălare prealabilă cu metanol 50% sau dacă bacilii sînt 
omorîți cu fenol 2%. Între coloraţia roşie pe care o dau mico- 
bacteriile patogene și cea galbenă dată de cele avirulente, exis- 
tă o gamă de nuanţe intermediare, dată de tulpinile cu viru- 
lenta moderată. Astfel, B.C.G-.-ul, tulpina atenuată, dă o colo- 
rație roz-pal. Pare să existe o relație între o tulpină cultivată 
pe medii din ce în ce mai sărace şi intensitatea reacției. Cerce- 
tîndu-se elementele care intervin în reacție, s-a constatat că 
reacţiile pozitive, sînt date de prezența unui lipopolizaharid 
azotat şi fosforat, cu punct de fuziune înalt, care conține trei 
aminoacizi şi acid micolie liber. E - 

2) Reacția Desbordes, foloseşte ca indicator albastrul de CE 
care, ca și roşul neutru, are virajul cel mai net în zona alca y 
Depozitul de centrifugare al suspensiei de micobacterii se spală 
de două ori cu metanol 50%, după care e reluat în EE 
pon cu albastru de Nil (100 mg°/o) (suspensie E n 
în apă distilată + 0,2 ml tampon + V picături de albast 
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Nil). Lichidul rămine albastru-liliachiu la micobacteriile viru- 
lente sau puțin virulente şi devine roz-violet la cele avirulente. 
Depozitul se colorează în albastru închis pentru micobacteriile 
virulente, în albastru murdar-liliachiu pentru cele atenuate şi 
în galben-cenuşiu pentru cele avirulente. l 

3) Reacţia Wilson se bizuie pe capacitatea de oxidoredu- 
cere a micobacteriilor, pornindu-se de la premisa că puterea 
oxidoreductoare (rH-ul) ar fi legată de prezența sau absenta 
unui sistem enzimatice (a unei dehidrogenoze). Pentru a pune în 
evidență această putere oxidoreduetoare, se folosesc patru indi- 
catori : fenol-indofenolul, benzo-indofenolatul de sodiu. benzo- 
indo-3-elorofenolatul de sodiu şi 2-6-dibromobenzo-indotenolatul 
de sodiu, dizolvate fiecare într-o soluţie tampon; 0,15 ml din 
fiecare soluţie colorată se pun în mici cuve într-o placă de por- 
ţelan alb. În fiecare colorant se emulsionează câte 5 mg cultură 
pură şi vie a micobacteriei de studiat. Se agită şi se citește după 
un sfert de oră. Lichidul, în care sînt în suspensie micobacterii 
virulente, rămîne colorat, în timp ce acela în care se găsesc mico- 
bacterii avirulente se decolorează. 

Aceste reacţii, citochimice comportă două faze : mai întîi, 
o adsorbţie periferică a colorantului bazic, de către zonele acide 
ale bacteriei şi pe zonele ei lipidice ; apoi, o modificare de culoare 
a soluţiei de indicatori, în funcţie de bogăţia în radicali acizi. 
Soluţiile se folosesc în zonele de semiviraj (de ex. în zona inter- 
mediară între baza organică R-NH, şi sărurile ei de tipul R-NH3 
Cl). În acest mod, în cazul micobacteriilor avirulente, lipsa de 
radicali acizi face ca germenul să ia culoarea de semiviraj : gal- 
benă în testul Dubos, albastră în cel al lui Desbordes. Mecanis- 
mul acestor reacţii arată deci că testele colorimetrice se bizuie pe 
structurile lipidice acide ale micobacteriilor. 


În ce priveşte natura factorului răspunzător pentru calită- 
ţile de virulență ale corpului bacilar, cercetări recente au ară- 
tat că aceasta ar fi condiționată de o substanță lipidică prezentă 
la formele virulente (ce se dezvoltă cordiform în mediile de cul- 
tură), care lipseşte la cele avirulente şi care a fost denumită 
cord-faetor (Bloch). Cord-factorul aparţine grupului de ceruri 
bacilare extractibile cu eter de petrol şi alte hidrocarburi uşoare 
şi are — în stare pură — proprietatea de a agrava evoluţia infec- 
tiei tuberculoase experimentale a animalului tubereulos la care 
este injectat. K ET 

Virulența conferă micobacteriilor şi unele proprietăţi par- 
ţiculare constatabile în vitro. Astfel, micobacteriile virulente 
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inhibă migrarea leucocitelor polinucleare, iar în culturi de 
monocite ele se multiplică mult mai activ, exercitînd asupra mo- 
nocitului parazitat o acţiune citoxică şi citolitică mult mai pu- 
ternică decît cele slab virulente sau avirulente. 

Modificările de metabolism provocate micobacteriilor prin 
acțiunea tuberculostaticelor, a hidrazidei mai ales, determină, 
și mari modificări în calităţile lor de virulență. Astfel, așa cum 
vom arăta pe larg la capitolul respectiv, micobacteriile virulente 
devenite rezistente la acţiunea hidrazidei acidului izonicotinie 
(HIN), își pierd aproape total virulenţa ; concomitent, se constată, 
o scădere notabilă a toxicității lor pentru polinucleare in vitro 
şi o creştere semnificativă a sensibilităţii lor față de enzimele 
leucocitare cu proprietăţi bactericide de tipul lisozimului (M. Nas- 
ta şi colaboratori). 

Virulenţa micobacteriilor se încadrează între proprietăţile 
de suprafaţă a acestora, ținînd de încărcătura lipidică a ,„man- 
tiei periferice” bacilare, care — la formele virulente — permite 
rezistenţa lor față de reacţiile de apărare celulară (fagocitoză) 
ale gazdei, ca şi față de reacţiile factorilor inhibitori din umorile 
acesteia, și le face să poată absorbi uşor substanţele cu reacție 
bazică din organismul parazitat, spre a le folosi pentru propriile 
lor nevoi de creştere şi de multiplicare. 
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CAPITOLUL VIII 


PROCESELE HISTOPATOLOGICE 
ALE INFECȚIEI BACILARE; 
LEZIUNILE SPECIFICE ELEMEN- 
TARE ȘI PATOGENIA LOR 


- La animalul sensibil, oricare ax fi calea de inoculare, ba- 
cilul tuberculos provoacă un complex de tulburări morfologice 
şi funcţionale, foarte complexe, caracteristice inflamației tuber- 
culoase. Inflamația tuberculoasă este considerată ca una dintre 
inflamaţiile specifice (alături de cea sifilitică, leproasă, micotică 
'ete.), întrucât, pe lîngă elementele ‘comune oricărei inflamații, 
acestea manifestă o afinitate electivă pentru anume ţesuturi 
'(cel reticular în infecția bacilară), urmează o anumită dinamică 
în: desfăşurarea lor, prezintă o anume dispoziție. a procesului 
(nodulară şi foliculară) şi o evoluţie de obicei cronică. : 

O dată pătruns într-un organism nou, sensibil, bacilul 
tuberculos este repede fagocitat de polinuclearele neutrofile, 
care îl antrenează astfel în circulația limfatică și sanguină. Toxi- 
citatea proprie corpului bacilar determină însă curînd — mai 
aproape sau mai departe de locul de inoculare — alterarea şi 
chiar distrugerea neutrofilului. Resturile celulare ale acestuia, 
ca şi celula bacilară, înglobată sau liberă, dar încă vie şi virulentă, 
sînt înglobate de un mononuclear mare, care va suferi şi el, 
sub acțiunea toxinelor bacilare, transformări caracteristice. 
Dar, între momentul pătrunderii bacililor și acela în care aceștia 
ajung, prin intermediul fagocitelor mobilizate, la diferite nivele 
de organism, trece un anumit timp, în care acesta îşi poate orga- 
niza o apărare mai mult sau mai puțin eficace. Modul în care 
organismul este capabil să se apere, determină o evoluție ulte- 
rioară extrem de variată a acestei prime leziuni microscopice. 

Într-adevăr, leziunile provocate de bacilul tuberculos îm- 
bracă o mare varietate de forme şi de aspecte, în funcție, pe de o 
parte, de proprietățile patogene ale germenului, iar pe de alta, 
de calităţile terenului pe care va evolua infecția. 
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67 
, <aracterizat prin perturbări citochimice ale metabolig- 
mului, o adevărată leziune biochimică — îi urmează, curînd 
procese „lezionale” vizibile micro- şi macroscopic, în care, pe 
lîngă procesele alterative, se adaugă acelea de exsudare şi de 
proliferare, care vin să acopere rapid alterările primitive diş- 
crete. Numai arareori, în unele infecţii masive, cu caracter supra- 
acut, cînd organismul nu poate opune vreo rezistență, invaziei 
bacilare, se realizează alterări bruşte şi masive, cu zone necrotice 
chiar de la început, asemănătoare acelora provocate de infecția, 
intravenoasă a iepurelui cu bacili aviari (tuberculoză tip Yersin). 

Cel. mai adesea, procesele inflamatorii tuberculoase pot îm- 
brăca două aspecte, şi anume: 

1) Leziuni difuze, rău delimitate, corespunzătoare éæsudđda- 
telor, care pot fie să infiltreze un ţesut, (infiltraţiile tubereuloase), 
fie să ajungă la suprafaţa unui organ şi să se reverse într-o cavi- 
tate seroasă (revărsatele. bacilare) ; — iuni Ai. adie Ss 

2) Leziuni circumscrise, nodulare, de diferite dimensiuni, 
rezultate din proliferări granulomatoase (procese proliferative 
sau productive), care caracterizează granulaţiile şi tuberculii 
specifici. 

1) Leziunile difuze, exsudative sînt comparabile (fig. 18 şi 
19), din toate punctele de vedere, cu inflamaţiile banale (vasodi- 
lataţie cu hiperemie, mărirea presiunii intravasculare şi modifi- 
cări de permeabilitate vasculară) ; alterarea membranei bazale 
mucopolizaharidice vasculare determină  extravazarea unui 
exsudat seros, serofibrinos sau purulent, bogat în leucocite şi 
celule locale mobilizate (histiocite din țesutul reticulo-endote- 
lial, celule alveolare, celule de seroase). În general, citologia 
acestor exsudate este caracterizată prin raritatea extremă a poli- 
nuclearelor, predominanţa de limfocite şi macrofage. Frecvența 
pacililor în exsudat este foarte variabilă ; ei se găsesc de obicei 
fagocitaţi în citoplasma macrofagelor (fig. 19). enii 

Procesul exsudativ este prezent în orice leziune bacilară 
incipientă din orice organ, dar leziunile predominant exsudative 
se dezvoltă de preferință în țesuturile bogat vascularizate și 
cu structură cavitară (plămîn) (fig. 20). SCC d 

Evolutia leziunilor exsudative este foarte variabilă. Dacă 
exsudatul seros sau serofibrinos este sărac în proteine și Gë 
nea, intravasculară scade sub nivelul presiunii grata că ia gc 
vasculare (umorile perivasculare rămîn în lumenul vasului), 
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Fig. 18. — Leziune d S d 
3 e de tip exsudativ (stinga) şi de tip proliferati 
(dreapta) în plămînul tuberculos (după EEN ES 


Fig, 19, — Leziune exsudativă cu proliferarea histiocitelor şi cu pro- 
cese de alveolită macrolagică (plămin) (după Eskenasy). 
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el se poate resorbi ŞI dispare fără urmă. Asa poate fi cazul infi 
tratelor epituberculoase” pul ar E 
EC De d i : u monate, a pleuropneumoniilor 
bea a b g A sic uturor formelor „curabile” ale tuber- 
H ui. In cazul cînd exsudatul este bogat în fibrină, 


Fig. 20. — Folicul tuberculos în plămiîn : în centru celule 
gigante și epitelioide ; la periferie, limfocite (după Coulaud). 


el se resoarbe mai greu, evoluînd spre o organizare conjunetivă, 
fibroasă, prin dezvoltarea unui ţesut de granulaţie nespecifice, 
(fig. 21), cu mare capacitate fibrinogenetică, care duce la sele- 
roza masivă a întregului teritoriu afectat. 

Foarte adesea, însă, în anume condiţii de sensibilizare a 
organismului — alergie—, reactivitatea acestora determină 0 
mecroză de coagulare la nivelul leziunilor, foarte caracteristică: 
tuberculozei, cunoscută sub numele de cageificare. Tesutul ca- 
pătă o consistenţă păstoasă, onetuoasă, cu aspect de „brinză” 
(cazeum), la început de culoare cenuşiu-verzuie, apoi gălbuie. 
Procesul începe atît la nivelul celular, cât şi la acela al substanţei 
fundamentale, prin alterarea substanţelor proteice, cu păstrarea 
parțială a structurii scheletului reticulinie şi elastic vascular. 
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Di U A Li AT i d i 
n punet de vedere biochimic, cazeumul este forms i 
magmă de proteino dogradi e E mat, dintr-o 
g ino dogradate gi de lipide îmbibate cu apă, P: 
genia procesului de cazeificare este încă obscur RI Wgd 
i ul are este încă obscură, Wi nu pare : fi 
dat , j re æ U 
latorit unei simple ischomii urmată de necroză, după arid mi 
gef d U A 


Fig. 21. — esut de granulaţie tuberculoasă, cu celule gigante de tip 
Langhans (C.G.) (după Eskenasy). 


este nici rezultatul unei acţiuni directe a corpilor bacilari asupra 
țesuturilor subjacente. Apariţia lui bruscă, pe teritorii întinse, 
adesea în lipsa totală a bacililor, a făcut să se presupună că ar fi 
determinat, de starea de sensibilizare alergică a organismului la 
un moment dat (Canetti), şi că mecanismul intim de producere ar 
fi de natura reacţiilor antigen-anticorp (Seibert). Procesul cazeos 
poate evolua ext nsiv, mergînd spre lichefierea (fonta) maselor 
de cazeum ; acestea Be dezintegrează sub acţiunea enzimelor 
produse de leucocitele migrate în mare număr la nivelul lor şi 
se elimină la exterior, lăsînd în urma lor pierderi de substanță 
mai mult sau mai puţin importante (caverne) (fig. 22). Alteori, 
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masele cazovas DNR 
so lenea sufăr un proces de deshidratare cu reducerea 
eter je ui D lipide şi se impregnează cu săruri de calciu : 
ziunile se calcitică alte cazuri, ca E i înlocnit 
eh ture d in alte cazuri, cazeumul poate fi înlocuit 
țesut de neotormaţie osos, cu măduvă hematogenă : osifi- 


ft, E Tuberculoză pulmonară fibrocazeoasă cavitară (aspectul macroscopic) 
(după Anderson). 


caţie. Mai rar are loc o sechestrare şi o încapsulare progresivă a 
leziunilor cazeitficate, printr-o remaniere proliferativă, care duce 
la o adevărată „vindecare clinică și radiologică” a acestora. 
În general, din punctul de vedere al potenţialului evolu- 

tiv, leziunile exsudative pot evolua : fie rapid, în sens regresiv 
(resorbția exsudatului) sau extensiv (generalizarea lui, cu leziuni 
progresive pină la moarte), fie lent, în care caz ele pot îmbrăca 
o varietate foarte mare de aspecte. 
După un oarecare timp, orice proces exsudativ determină 
fenomene reacţionale de vecinătate, care se traduc prin proli- 
ferări de celule conjunctive şi prin apariţia, la periferia procesu- 
lui, a macrofagelor care se dispun pe substratul de fibrină în for- 
maţiuni caracteristice de tip folicular. Acest proces constituie 
remamierea Jolioulară a leziunilor exsudative, caro poate H totală 
sau poate afecta numai regiunile periferice, O dată cu prolitera- 
rea conjunotivă, poate apare și un proces de seleroză periterică 
din ce în ce mai densă, care contribuie în mare măsură la şter- 
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Seren tr OTA a stadi i i ` 

goi a treptată a stadiului exsudativ. Cind remaniere 
d A ^i X U An A, i H l l , 

este precoce şi predominantă, avem de a face cu alt 

de leziuni: circumscrise. 


a foliculară, 
ă categorie 


Fig. 23. — Nodul proliferativ infundibular, cu necroză centrală, epitelioidoză 
marcată, rare celule gigante și limfoidoză periferică (după Eskenasy). 


2) Leziunile circumscrise sau foliculare, corespunzătoare 
unor procese proliferative sau productive, apar aproape constant, 
ca urmare a unor leziuni exsudative primitive, de durată varia- 
bilă, uneori foarte scurtă, şi au fost considerate chiar ca o simplă 
modalitate evolutivă a acestora. Elementele celulare din teri- 
toriul afectat se multiplică activ, mai cu seamă la nivelul endo- 
teliilor și celulelor adventiţiale ale vaselor mici sanguine şi 
limfatice, cum și al celulelor reticulare nediterenţiate ale con- 
junetivului, se mobiliz vază gi se transformă în macrofage (fago- 
cite, histiocite, plasmocite, poliblaste), care fagocitează bacili. 
În jurul celulelor cu bacili se adună din ce în ce mai multe macro- 
fage mobilizate, care se dispun într-un mod ca acteristie viito- 
rului folicul (fig. 20 şi 23), elementul caracteristic al proceselor 
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roli bi acilar Î 
ten bacilare, Aceste procese încep prin transformarea, 
CH sé or reticulare nediferențiate din stroma organelor — 
tocitele limfoide, histocitele, celulele reticulo-endoteliale — 


Fig. 24. — Celulă gigantă Langhans, ocupînd o întreagă alveolă (după Coulaud)- 


în elemente celulare analoge celulelor epiteliale şi care au fost, 
din această cauză, denumite epitelioide. În cursul acestei trans- 
formări, celula reticulară devine din ce în ce mai acidofilă (ereş- 
terea concentraţiei ribonucleotidelor) şi mai granulară, pînă ce 
capătă aspectul caracteristic epitelioidelor. La rîndul lor, unele 
dintre acestea suferă, sub influența unor componente toxice 
bacilare, o nouă transformare de tip degenerativ, care constă 
fie din diviziunea repetată fără clivaj citoplasmatie a unei sin- 
gure celule, fie din fuziunea citoplasmatică a mai multor celule, 
devenind astfel celule gigante (Langhans). Celula gigantă (sim- 
plastul) este o celulă mare (0,2—0,3 mm), rotunjită, cu citoplas- 
ma acidofilă, la început tin granulară, apoi din ce în ce mai 
omogenă (hialină), conținînd un număr considerabil de nuclei, 
dispuși periferic în „coroană sau în „poteoavă” şi un număr 
variabil de bacili (fig. 24). În folicul, poziţia celulelor gigante 
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este centrală, avind de jur împrejur epitelioidele, iar spre peri- 
ferie o reţea de fibre conjunctive dispuse concentric in centură 
pe care Sint dispuse numeroase celule mici embrionare ssemă, 
nătoare limtocitelor, cu nucleul intens colorat și cu citoplasmă, 
foarte redusă (celule roticulare limfoide). 

an ansamblu, foliculul tubereulos apare pe secţiuni ca o for- 
maţiune ovoidă sau sferică, neregulată, cu prelungiri, formată 
dintr-o aglomerare de celule reticulare de tip „epitelioid”, ct 
centrul ocupat de una sau mai multe „celule gigante” sub formă 
de plasmodii plurinueleate și înconjurată la periferie de o „coroană, 
de elemente limfocitoide”, foarte cromofile. Printre elementele 
celulare, foliculul posedă un fin reticul fibrilar de neoformaţie 
ŞI o masă granulară coagulată. Foliculul deplin format este 
nevascularizat, ceea ce-l distinge de formațiunile nodulare nespe- 
cifice ale inflamaţiilor banale. Totuşi, printre celulele epiteliale 
şi gigante există o importantă circulație lacunară. Totodată, 
foliculii nu sînt formaţiuni care rămîn în mod necesar izolate. 

evoluţia infecţiei, numărul lor creşte considerabil şi ei ajung 
să se contopească pe măsură ce se extind, impunînd astfel pro- 
cesului caracterul proliferativ (productiv). Din fuzionarea mai 
multor foliculi, rezultă granulaţia miliară (fig. 25), formaţiune 
vizibilă macroscopic, apoi, prin progresarea procesului, apar for- 
mațiuni din ce în ce mai mari : tuberculul miliar, cu contururi 
neregulate şi cu centrul galben opac (cazeos), tuberculul erud, 
de forme şi dimensiuni variabile și tuberculul închistat, care poate 
atinge dimensiunea unei migdale, cu un centru cazeificat şi o 
capsulă de seleroză la periferie. 

Cel mai adesea, foliculii sînt constituiți cu precădere din celule 
epitelioide (tuberculi epitelioiai). Uneori, însă, se constată pre- 
dominarea celulelor limfoide (tuberculi limfoizi) . Se consideră 
că cei dintîi ar corespunde formelor productive, iar cei din urmă 
formelor exsudative de tuberculoză. În fine, în infecţiunile supra- 
acute, cu evoluţie extrem de rapidă, se constată prezența tuber- 
culilor mecrotici, corespunzători formelor alterative ale bolii. 

Dar, pe lingă aceste forme, uneori se poate produce o proli- 
ferare difuză cu neotormaţie capilară și fibrilogeneză activă, 
care duce la constituirea unui țesut de granulaţie, analog țesutului 
de granulaţie nespecitic al plăgilor banale, dar a cărui specitici- 
tate este imprimată de prezenţa epitelioidelor şi celulelor gigante. 
Prin intermediul lui, procesul tubereulos poate D sau EN 
graţie activităţii fibrilogenetice, sau extins, prin cazeiticări 
succesive, 
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care se întil- 


Fig. 25. — Ganglion 'tuberculos: foliculi cu zonă de cazeificare centrală, 
înconjurată de epitelioide și celule gigante, iar spre periferie, o zonă compactă 
de limfocite (după Ciplea). 


tică procesului]de scleroză. Fibrilele foliculului, iar la periferia 
lui histiocitele, se transformă în fibroblaşti ce elaborează fibrilele 
care înconjură foliculul cu un inel fibros, şi pătrund în interiorul 
lui (scleroza „de încercuire” şi scleroza „interstiţială””). 

În procesele exsudative, apariţia, reacției tibroseleroase este 
mai tardivă şi nu are loc decit atunci cînd evoluţia extensivă 
a, procesului este încetinită sau oprită, dind astfel timp reacției 
scleroase să se producă. 

Rezultatele procesului de scleroză diferă după stadiul în 
care se aflau leziunile la apariţia lui. Astfel, leziunile necazeiti- 
cate se pot cicatriză în întregime (restitutio ad integrum prin 
transformare conjunetivă totală). Dimpotrivă, cele cazeiticate 
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nu se pot niciodată resorbi total 
în cuprinsul țesutului sclerog 
are ei conservă indefinit, 
do vindetae în sn al e 
o dată cu procesele rolifera iv ` d e ol ri Seen enge 
goântea, arată să zu Zeie el Wi evoluția, ei concomitent cu 
dai ue al let ste vorba de un proces cicatricial, ci de 
am d Ozun, ȘI singură predominanta lui poate avea 
© semnificație în procesul de stingere al leziunilor. 
we og Ee iz și exsudative, cu caracte- 
uneori sub formă de Zaguni e E wm pori 
SUD torma de Join atipice (ganglioni, piele), caracteri- 
zate prin infiltrati extinse sau circumscrise, de elemente epite- 
lioide sau limfoide, care nu ajung pînă la foliculi organizați tipici 
ŞI mei nu prezintă fenomene de cazeificare. Asemenea, „leziuni 
atipice” se întîlnesc în afecţiuni de etiologie bacilară de felul 
sarcoidelor subcutane (Darier), sau a lupusului, eritematos. 
Așadar, în linii mari, procesele care caracterizează inflamatia 
tuberculoasă prezintă o diversitate anatomo-patologică tot atât 
de mare ca și complexitatea pe care infecția bacilară o îmbracă 
pe plan clinic. Singură predominanţa unora dintre procese (exsu- 
dativ, proliferativ, alterativ) poate servi drept criteriu în apre- 
cierea gradului de evoluţie al leziunilor elementare. În acest 
sens, desfăşurarea posibilă a procesului inflamator ar putea fi 
schematizată fie după concepţia lui Delarue, fie după aceea mai 
recentă a cercetătorilor Institutului clinic de ftiziologie din 
Bucureşti (Al. Eskenasy) (vezi schemele alăturate). 


Considerate din punct de vedere patogeni, leziunile ele- 
mentare specifice constituie expresia interacțiunii dintre Teen: 
turile organismului-gazdă şi unele dintre componentele elaborate- 
de celula bacteriană. În infecția bacilară, rolul cel mai de seamă, 
în histogeneza, acestor leziuni, pare să revină fracțiunilor lipidice 
legate de corpul bacilar. Astfel, fracțiunea acetono-solubilă, 
injectată pe cale intraperitoneală la iepure, în suspensie ule- 
ioasă, manifestă proprietăți iritative, provoacă aflux leucocitar, 
stimulează celulele conjunctive şi, cu timpul, determină apari- 
ţia de epitelioide. Prin neutralizare cu sodă, ea devine hidrosolu- 
bilă și pierde mult din activitatea biologică, transtormarea opt: 
telioidă devenind mai discretă şi căpătînd un caracter dituz, 
nefolicular. Pracţiunea fosfatidică, etevosolubilă ( fosfatida lui 
Anderson), posedă, cum am văzut, o activitate biologică romar- 
cabilă, prin capacitatea de a induce importante reacţii epitelioide 


; ele se condensează, şi persistă, 
e Că depozite oretificate sau calcare, 
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şi cerea tepu u tendință la cazeificare. O activitate de 
același ordin a fost pusă în evidenţă şi pentru acidul ftioie, unii 
autori conchizînd chiar că numai lipidele bacilare care cuprind 
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Schema Institutului clinic de ftiziologie, București 


acest acid, liber sau în combinaţii saponifieabile, ar fi responsabile 
pentru tabloul histologic al inflamaţiei tuberculoase. Mai recent, 
s-au putut obţine leziuni tot atât de importante și cu alți acizi 
grași, de felul celor «, o-bisubstituiţi (mai cu seamă acidul aa - 
dimetilstearic). Se pare însă că pentru a se obţine leziuni com- 
plete, care pe lîngă aspectul citologic caracteristic să prezinte şi 
procese de cazeilicare specifică, este nevoie, pe lîngă lipide 
şi de intervenţia tuberculoproteinelor insolubile. 

În ce privește prezența bacililor şi frecvenţa lor în cursul evo- 
luţiei leziunilor, sînt de remarcat unele particularităţi proprii 
infecţiei bacilare, Astfel, în stadiul incipient preeasudativ, bacili 
rămîn cantonaţi în celulele alveolare metaplazice şi mai cu seamă 
în citoplasma macrotagelor. O dată cu apariția diteritelor pro- 
cese de alveolită, cînd macerotagele apărute în număr mare, cad 
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în lumenul alveolei pline cu exsudat fibrinos, numărul bacililor 
Se, Nit Ab d d grupaţi în grămezi int racitoplas- 

a „ei sînt e aţi treptat şi în afara macrofagelor, prin dig- 
trugerea acestora. La începutul cazeificării, cantitatea de bacili 
este maximă. În alveolitele pur fibrinoase cu cazeiticare rapidă 
frecvența bacililor este, dimpotrivă, mult mai redusă, Această 
frecvenţă devine extrem de mare, în „alveolitele cu polinueleare”, 
care se caracterizează prin fonte masive ale maselor cazeoase : 
bronhopneumoniile bacilăre acute (fig. 23). Pare deci că prezența, 
bacililor, ca şi frecvenţa lor, ar fi legate de prezenţa, ori absenta 
elementelor celulare (fagocitelor) la nivelul leziunii. În cazeu mul 
format, bacilii sînt extrem de rari, fără să se poată încă preciza 
prin ce anume mecanism se realizează distrugerea lor masivă şi 
bruscă, în momentul cazeificării (anoxemie locală? carenţă nutri- 
tivă ?). Dar, o dată cu ramoliţia (lichefierea) substanţei cazeoase 
are loc o proliferare aproape explozivă a bacililor, masele de cazeum 
lichefiat conținînd cel mai adesea cantități formidabile de ger- 
meni, ca şi cum produsul de lichefiere ar constitui un excelent 
mediu de cultură pentru dezvoltarea acestora. O dată cu apari- 
ţia procesului de scleroză, bacilii se reduc treptat ca număr, 
pînă cînd ajung să dispară cu totul leziunile complet fibrozate 
sau calcificate. În caverne, zonele de necroză cazeoase pe cale de 
lichefiere sînt foarte bacilifere. Dimpotrivă, peretele cavitar, 
scleros, este practic lipsit de bacili, ca şi zona de atelectazie pre- 
cavitară, ceea ce arată lipsa totală de afinitate a germenului 
pentru colagen. Cît priveşte zonele inflamatorii perifocale ne- 
specifice, prezenţa ca şi frecvenţa bacililor la acest nivel sînt 
inconstante (fig. 26). 

Substratul pe care evoluează infecția influenţează conside- 
rabil aspectul leziunilor elementare, mai cu seamă a celor predo- 
minant exsudative. Astfel, condiţiile topice (locale) la nivelul 
organismului afectat, determină în mare măsură aspectele ca- 
racteristice ale „leziunii de organ”. 


În plămîn, organ foarte vascularizat şi cu structură cavi- 
tară, leziunea apare ca un proces de alveolită (fig. 18), care poate 
afecta rînd pe rînd alveolele, infundibulii, acinii, lobulii şi chiar 
lobi întregi. Alveolita, caracteristică proceselor exsudative, poate 
îmbrăca, la nivelul acestui organ, diterite aspecte : seroasă, cu 
umplerea alveolelor cu un exsudat acelular ; catarală, cînd ele- 
mentele alveolare sînt numeroase : macrofagică, cînd predomină 
tagocitele de tip macrofagic ; sero, ibrinoasă, cu exsudat eler? 
bogat în macrofage și hematii, care, cînd este însoţită de o imbi- 
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biţie seroasă ; 'oților j ătă 
L „Seroasă a pereţilor alveolari, capătă aspectul infiltrației 
gelatinoase. Aceasta, evoluează de obicei spre cazeificare. At 
el Spre cazeificare, care 


constituie procesul cel mai caracteristic Și mai frecvent al leziu- 


nilor exsudative pulmonare. Uneori, alveolele se pot umple cu 


3 

Fig. 26. — Structura peretelui cavitar : 7 — în partea de jos, cazeum în 

curs de ramolire, parţial evacuat; 2 — detaliu: se văd enorme mase 
de bacili (după Canetti). 


un ţesut de granulaţie nespecifice, cu retractări şi fibrozări în- 
tinse, care constituie cornificarea parenchimului. Leziunile de 
tip proliferativ apar în plămîn sub formă de ţesut de granulaţie 
intraalveolar ; granulaţiile se pot cazeifica sau pot evolua spre 
fibroză. 

În, țesuturile parenchimatoase necavitare, cam sînt acele din 
ficat sau rinichi, leziunile exsudative îmbracă aspectul infiltra- 
tiei limfoide, cu exsudat bogat în proteine, pe un fond de edem 
și hiperemie. Ele pot evolua spre cazeificare ori fibroză, după 
potenţialul lor evolutiv şi după reactivitatea organismului. 
Leziunile de tip proliferativ iau aspect folicular ; la formarea lor 
participă celulele Kupffer și histiolimtoidele periportale din 
ficat, și histiocitele interstiţiale în rinichi şi miocard. 

În geroase, leziunile exsudative prezintă un exudat foarte 
abundent, care umple cavitățile (pleurezia serotibrinoasă, peri- 
tonita bacilară cu ascită) ; citologia exsudatului este mai săracă 
decît în alveolite. Tendința generală a exsudatelor este spre 
resorbție, mai rar spre cazeiticare. Cele proliferative păstrează 


aspectul folicular, cu tendinţă spre tibroză. 
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„Da nivelul sistemului veticulo- histiocitar, 
tive sînt relativ rare şi se traduc prin hiperemie şi mobilizarea, 
elementelor în sinusuri, concomitent cu producerea de macro- 
fage și inhibiţia pulpei. Evoluţia obişnuită este spre resorbţie, 
mai rar spre cazeificare (în care, de regulă, se produce remanierea, 
foliculară). Leziunile proliferative evoluează de regulă spre fibro- 
ză şi cicatrizare, tendinţa spre cazeificare fiind slabă, dată fiind 
marea lor capacitate fibrilogenetică și proliferativă, 

Această prezentare sumară, schematică, a procesului infla- 
maţiei specifice bacilare şi a leziunilor elementare care îl caracte- 
rizează, este susceptibilă de mari variații, a căror descriere ar 
depăşi cadrul expunerii noastre, şi care pot fi cercetate în lucrări 
speciale, consacrate lor. Ele sînt determinate, în special, de 
doi factori importanţi, și anume ` numărul și virulenta bacililor, 
pe de o parte, şi starea de sensibilizare şi de imunitate specifică și 
nespecifică a gazdei, pe de alta. 

Mecanismul interacțiunii dintre ele — care este cauza pro- 
fundă a variaţiunilor — va fi prezentat la capitolul privitor la 
„imunitatea” faţă de infecția bacilară. 


procesele exsuda- 


BS 


CAPITOLUL IX 


REACȚIILE IMUNOBIOLO- 
GICE ALE ORGANISMULUI 
FAȚĂ DE INFECȚIA BACI- 
LARĂ. SENSIBILIZAREA SPE- 
CIFICĂ (HIPERSENSIBILIZA- 
REA TUBERCULINICĂ) ȘI 

MECANISMUL E 


Contactul iniţial dintre un organism sensibil și bacilul tuber- 
culos determină întotdeauna modificări reacţionale profunde 
ale organismului, atît față de agentul patogen, cât şi față de dife- 
rite produse de elaborare ale acestuia. În nici v altă infecţie 
aceste modificări nu au un aspect atît de caracteristic şi atit de 
complex, ca în infecția bacilară. Complexitatea interacțiunii din- 
tre parazit şi gazdă, în cazul micobacteriilor, este atît de mare, 
încât, cu tot numărul imens de cercetări consacrate acestei 
probleme, în decursul vremurilor, ea continuă să rămînă încă şi 
astăzi, departe de a fi complet elucidată. 

Modificările reacționale caracteristice, care se instalează 
după contactul infectant, afectează întregul organism al gazdei 
şi se traduc printr-o serie de proprietăţi noi, care lipsese cu desă- 
vîrşire la organismul indemn (neinfectat). 

Caracterul şi mecanismul acestor modificări au fost cerce- 
tate amănunţit în tuberculoza experimentală a cobaiului şi 
verificate , în parte, în clinica umană. Ele constau, în linii mari, 
în următoarele : 

Dacă se inoculează unui animal sensibil (cobai) şi indemn, 
bacili tubereuloşi virulenţi, el face invariabil boala experimen- 
tală — cu caracter acut sau cronic, în funcţie de doza infectantă 
— care evoluează spre moarte prin generalizarea leziunilor, aşa 
cum s-a arătat. Dacă însă după o asemenea primo-infeeție ani- 
malul primeşte, pe cale subcutanată sau intradermică, O nouă 
inoculare virulentă, reacţia lui față de această reinfeoţie se deose- 
peşte mult de reacţia faţă de infecția primară. Foarte curînd 
după reinoculare (12—24 de ore) regiunea de la locul reinoculări 
UD Heidi și edemațiată, apoi violacee d ou aspeot hon orage, 
spre a evolua rapid la meoroză ; pielea necrozată se separă de pan 
tul viu și se elimină, lăsînd în 100 0 plagă deschisă, cu buzele 
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îngroșate d tondul plan, cu tendinţă spre vindecare rapidă, si 
fără Participare ganglionar. Aşadar, reacţia, locală ta setntoeșlă 
prin caracterul oi de precocitate, de violenţă, de ra iditată d 
evoluţiei, se deosebeşte mult de nodului și șanerul de title, 

, 


Fig. 27. — Fenomen Koch la cobaiul tuberculos (reacţia la 72 de ore) (orig.). 


care evoluează lent, fără tendinţă la vindecare şi cu participarea 
ganglionilor sateliți, pînă la moartea animalului. Acest fenomen 
a fost pus pentru prima oară în evidenţă de R. Koch însuși 
şi a primit chiar numele descoperitorului: fenomenul Koch 
(1891) (fig. 27). 

Prin, caracterele lui particulare, acest fenomen traduce o 
serie de proprietăți noi, pe care organismul reintectat le câştigă 
în urma primoinfecţiei și între care două sînt deosebit de impor- 
tante: Mipersensibilitatea față de corpii microbieni,- pe de o 
parte, și rezistenţa față de pacilii de reintecţie, pe de alta. 
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Dar organismul tuberculizat nu 
reacționa, diferit de al celui indemn. nu 
bieni reprezentaţi de bacilii de reinfecţie, ci gi față de unele pro- 
duse de metabolism ale acestuia Și în special faţă, de tuberculo- 
proteinele difuzabile şi de tuberculină, 

Tuberculina „veche a lui Koch” (At Tuberkulin = A.H. 
Old Tubereulin =0.'T.) este produsul obținut din concentrarea 
prin evaporare a filtratelor de cultură de bacili tuberculoşi, 
omoriți prin căldură. Produsul concentrat, care reprezintă, a, 
zecea parte din volumul filtratului inițial, este un lichid sirapos, 
cu un miros de mieşunele şi foarte stabil (la întuneric gi la rece). 

Injectarea acestei substanţe, pe orice cale de administrare 
ar fi făcută, rămîne fără efect la organismul indemn. La cel 
infectat, însă, tuberculina determină apariţia unor reacţii foarte 
caracteristice, rezultat al unei stări de sensibilizare, care imprimă 
un mod de reacţie schimbat față de cel normal şi, care — de la 
von Pirquet încoace, este cunoscut sub numele de alergie (stare 
alergică, sensibilizare alergică). Organismul care, în urma unei 
primoinfecţii, capătă proprietăţi noi, caracteristice sensibilizării 
de acest fel, se zice că este alergic. SE , 

În mod practic, punerea în evidenţă a sensibilizării alergice 
(alergiei) se face prin injectarea unei doze de tuberculină brută 
sau diluată și urmărirea reacției care se produce. Reacţia la 
tuberculimă, care nu dă nici un fel de modificări vizibile la orga- 
nismele care nu au venit niciodată în contact cu bacilul tuber- 
culos (stare de anergie), determină la cel infectat reacții specifice 
locale, cu tumefacţie congestivă la locul injecţiei, focale, cu con- 
gestia intensă la nivelul focarelor preexistente, şi generale, cara 
se traduce prin hipertermie, hipotensiune, congestii Ee Şi 
uneori chiar prin moarte, datorită așa-numitului șoc tubereu into. 

Reacţia locală la tuberculină, este aceea care SEN n 
mod practic, drept test biologie al infectării, dat SE că s ie e 
alergie conferită de infecţie este prezentă, atît í ek seia 
boală evolutivă, cît și în acelea de infecție latentă, clin ON: 

ă ta din urmă poate dura astfel toată viața, netr 
rentă. Aceasta, 19 lergică. În practică, explorarea 
du-se decît prin reactivitatea alergică. ln p } x rn 
Eu e poa pri EE 

rovoacă în contact cu 1. g > 
omului alergie pontra tubereuină ese foarte mare, Lä 
TA EEE E daca Aa Een 
EEN en, e 
dermică a animalelor (ex, cobaiul) es 


manifestă un mod de a 
mai față de corpii micro- 
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Tabelul nr. 4 


——————————— 


a N NI 
Soluţie i ` Doza Tube (nä 
Tuberculină brută liziologică DS injectată Niege 
rezultată J injectată 
(ml) (ml) (mg) 
EI A a NINE IRINEI, RIN EE a 
1,0 ml 9,0 1:10 0,1 10 
1 ml din 1:10 9,0 1:100 0,1 í 
dene dack dE) 9,0 1 : 1000 0,1 0,1 
E A000 9,0 1 : 10000 0,1 0,1 
ee 210000 9,0 1 : 100000 0,1 0,001 


ce impune injectarea de soluții mult mai concentrate de tuber- 
culină (1 :5 —1 :20) (fig. 28). 

Doza-test de tuberculină este calculată pe presupunerea, 
evident greşită, că 1 ml de tubereulină brută conţine 1 000 mg 
(1,0 g) de principiu activ. În realitate, proteina activă din 
tuberculină constituie numai o mică parte din aceasta, restul 
fiind format din peptonă, glicerină și săruri minerale diverse. 


viLăţii biologice (tuberculinice) a 
a injectarea intradermică) (orig.)- 


Fig 28; — Titrarea la cobaiul alergic a Sr | 
urci tuberculine (testul Mantoux, la 48 de ore de 
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Întrucât prezenţa acestor substante nesneciti 

şi reacții dermice nespecifice, le poala EE 
a reactivităţii alergice se foloseşte o tuberoulină eut 
care conţine în soluție numai tuberouloproteina aeiio E coiică. 
O asemenea preparaţie, care serveşte şi ca standard internațional 
pentru titrarea activității tubereulinice a unei tuberculi ne obi j- 
nuite (preparate din mediul cu bulion glicerinat sau nodal 
sintetic Sauton), este așa-numitul P.P.D. (Purified Protein 
Derivative) al Institutului de seruri din, Copenhaga, Această 
preparație conține. o soluție de tuberculoproteină purificată 
titrînd 1 mg substanță activă pe milimetru. O doză (unitate) 
veacțională este dată de reacția obţinută, pe un derm alergizat, 
prin injectarea intradermică a 0,1 ml din diluția 1 :5 000 (ceea ce 
revine, ponderal, la injectarea a 1 20 000 mg proteină activă) 
(tabelul nr. 6).. 


Tabelul nr. 6 


T.U. Diluţia corespun- A Echivalentul în 
(unităţi  |zătoare de O.T.]a (antitatea de |. p.p.D.—s 
o I04 m1) | (n 0,1 m) |O T- (8/01 mD) (ang/oi m) 
1 1 : 10 000 0,01 0,000 028 
5 1: 5000 0.05 0.000 1 
10 1: 1.000 01 0,000 2 
20 le 500 02 0,000 4 
100 1: 100 1,0 0,002 
250 1 40 2,5 0,005 


Căile de administrare a tuberculinei pentru depistarea aler- 
giei pot fi multiple, dar în practică sînt de reţinut numai trei 
dintre ele : subeutanată, cutanată şi intradermică. 

1. — Calea subeutamată a fost întrebuințată, pentru prima 
oară, de însuși R. Koch, pentru a injecta aşa-numita limită” 
(tubereulină brută), în scopuri terapeutice. Dar reacţiile generale 
(febră, cefalee, curbatură) și focale (congestia eventualelor 
focare) fiind foarte violente şi putind duce la accidente grave 
(hemoptizii, reactivări de focare latente), au tăcut să fio repede 
părăsită în practică. Ascensiunea termică pe care o Gatua 
este de regulă proporțională cu doza de tubereulină injectat 2 
putind astfel servi — la animal — pentru aprecierea intensității 


alergiei, 
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d Cutiveacţia (reacția von Pirquet) constă în depunerea, 
pe pielea scariticată în prealabil, cu un vaccinost il, a unei pică- 
turi de tuberculină brută, După 48 de ore, indivizii alergici 
prezintă la nivelul scarificaţiilor o papulă eritematoasă, care 
poate evolua, uneori, pînă la necroză, 

3. — Intradermoreactia (reacția Mantouw), este metoda cu 
mult cea mai folosită în practi 'ă, dînd rezultatele cele mai fidele, 
fără inconvenientele reacţiilor precedente. Reacţia constă în 
injectarea, strict intradermică, a 0,1 —0,2 ml dintr-o dilu ție con- 
„Yenabilă de tuberculină, care în mod curent este de 1 :10 000, 

Dacă sînt de temut eventuale reacţii prea violente (hiperergie), 
se începe cu injectarea unor diluţii mari (1 :1 000 000 şi mai 
mult), mergîndu-se apoi spre concentraţii din ce în ce mai mari, 
pînă la obţinerea unei reacţii net pozitive. Reacţia se citeşte 
după 24 şi 48 de ore de la injectare, la lumina difuză a zilei. 
Aspectul ei poate D : eritematos simplu sau eritem cu indurație 
(de diferite dimensiuni), nodul, papulă, flictenă şi escară, după 
gradul de alergizare a organismului (fig. 28 şi 29). 


= ch vo ig.). 
Fig. 29 Reacţie Mantoux intens pozitivă (-k--+-+)la cobaiul tubereulos (orig.) 
Fig. 29, 
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Intensitatea reacţiilor se notează, în general, după cum urmează 


(++); 


eritem uşor, sub 5 x 5 mm diametru — reacție negativă (—) (0); 
eritem net, cu diametru 5—10 mm — reacție dubioasă (+); 

eritem și induraţie (infiltraţie) diametru 10—12 mm -— reacție pozitivă (+); 
eritem şi induraţie (nodul) diametru 10—15 mm, — reacție net pozitivă 


eritem, nodul, aspect papulos sau flictenular, 15—20 mm diametru — 
reacție intens pozitivă (++ +); 


eritem intens, nodul mare, aspect papulo-flictenular, evoluînd spre escară, 
diametru peste 20 mm — reactie foarte intens pozitivă (+ + + +). 


Intensitatea unei reacţii la tuberculină este proporțională 
cu gradul de alergie, (planga color I) dar nu și cu gravitatea infec- 
tiei. În stadiul preterminal al bolii, cînd forțele de apărare s-au 
prăbuşit, reacţia se poate negativa, trădînd starea de anergie 
(lipsă de reactivitate alergică) a organismului. De asemenea, în 


EQ 


E ITI E 


toux), la 48 de 
I. = Reacție (testul Man Ce 
eph ai injectarea intradermică a 0,1 ml O.T 
CN 5 10 000, la un individ alergic (orig.). 
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unele boli debilitante (gripă, rugeolă, tuse convulsivă, febră tifoidă 
etc.), se poate instala o stare de anergie trecătoare, care justifică 
denumirea de „maladii anergizante”, care se dă acestor aleg 
iuni. Infecțiile bacilare masive ale nou-născutilor se însotese 
foarte adesea de anergii tuberculinice, trădînd un pronostic 
sumbru. În mod trecător, asemenea anergii pot apare şi în unele 
afecţiuni hepatice grave, ori după intervenţii chirurgicale labo- 
rioase necesitînd anestezie generală (eter). Stări asemănătoare 
de anergie tranzitorie pot apare și în mod fiziologic, în anume 
situaţii, cum ar D în perioada premenstruală sau primul septenar 
după naştere (post partum). Unii agenţi fizici cu acţiune nespe- 
cifică pot determina o stingere trecătoare a sensibilităţii aler- 
gice cutanate (razele ultraviolete, insolaţiile, aplicaţiile de sina- 
pisme şi vezicatorii etc.), care însă privesc numai teritoriile 
cutanate afectate de acţiunea lor. 

Deşi lipsită de calități antigenice, tuberculina manifestă 
totuşi, faţă de țesuturile organismelor infectate, o putere sensi- 
bilizantă remarcabilă. Astfel, reacţia locală, consecutivă unei 
cutireacţii practicate exact la nivelul unei reacţii anterioare 
stinse, se arată tot atît de intensă ca și aceasta dar apare mult 
mai precoce şi se dezvoltă mult mai rapid ca ea (von Pirquet, 
Weiss). Această cutireacție homeotopică putind apare aproape 
fără o perioadă de incubație, traduce existența unei stări de sen- 
sibilizare alergică exagerată, cunoscută sub numele de hiperergie. 
Ea nu este însă strict specifică, reacţii hiperergice putind fi 
obţinute şi cu substanţe nespecifice (bulion glicerinat, apă pep- 
tonaită etc.). Pe cale intradermică, se pot obţine astfel de reacţii 
accelerate, cu o perioadă de incubație care poate fi numai de 
câteva ore (fenomenul Balăwin- Willis). 

Dar reacţiile locale stinse se pot redeştepta după o nouă ad- 
ministrare subeutanată, practicată după cîteva zile sau săptă- 
mîni de la primoreacţie (Slătineanu, Guérin). Această repoziti- 
vare a reacțiilor stinse, care poate apare şi sub influența unui 
episod tuberculos ori a unei vaccinări, constituie aşa-numitul 
fenomen de revivisceniă. EE 

sensibilitatea tuberculinică poate fi atenuată şi tăcută chiar 
să dispară în. mod artificial, prin administrarea pe cale E 
nată a unei doze repetate și crescînde de tuberculină : Se z 
menul de desensibilizare (Burnet, Boquet) E SE 
Se poate astfel ajunge la tolerarea unei doze de tu 


1 2 3 
PLANŞA II. — Efectul desensibilizării tuberculinice asupra fenomenului Koch, 


la animalul alergic (cobai) : 

1 — reacţii după tratament desensibilizat cu turbeculoproteină purificată ; 2 — reacţii după desensi- 

bilizare cu tuberculină brută ; 3 — reacţii la animale netratate (martore) Citirea reacţiilor: 48—72 
de ore de la injectare) (orig.). 


` "TE eet gg ui pata, sue 
mag A "SE Léa lest 
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care ar fi sigur mortală, pentru un organism nepreparat. D i 
bilizarea astfel dobindită nu se poate însă obţine ei DERO ce 
SEN äis de tuberculină și nici nu are o durată indetinită 
= —9 săptămîni de la ultima, injecție), 

Speoificitatea reacțiilor la tubereulină, în raport cu tipul 
de bacili cu care s-a făcut infecția, nu este absolută, Astfel, 
omul infectat cu bacili tuberculoşi de tip uman răspunde la fel 
de intens față de tuberculina preparată cu tipul uman, ca gi 
față de aceea preparată cu tipul bovin. De altfel, tuberculinele 
livrate în scop diagnostic sînt obişnuit preparate cu cantități 
egale de filtrate de cultură de bacili tip uman, şi tip bovin, in 
amestec. Tuberculina, de tip aviar, însă, dă reacţii mult mai slabe 
la organismele infectate cu tipul uman sau bovin; folosirea 
ei este de uz curent în medicina veterinară (ex. : depistarea in- 
fecţiilor porcului cu tip aviar etc.). 

La bovidee, pozitivarea reacției la tuberculină traduce în 
mod constant existenţa unei tuberculoze (cu excepția actinomi- 
cozelor şi a enteritei hipertrofiante a povideelor). 

Tuberculina preparată din bacili paratubereuloşi (para- 
tubereulina) dă, în general, reacţii negative, sau slab pozitive, 
la organismele infectate cu unul din, tipurile de bacili tubercu- 
Jost propriu-ziși. Aceste organisme capătă însă o stare de sensi- 
bilizare crescută față de numeroase antigene bacteriene (corpi 
mierobieni și produse ale acestora) netuberculoase (ex. : colibacili 
şi exotoxinele lor, proteus, bacilul tific, maleină, diferite alte 

= substanțe proteice, peptone etc.), cu caracter nespecifice şi în 
care intră o fază primară de tip anafilactic, urmată de una se- 
cundară, tuberculinică. 

Reactivitatea alergică la organismul infectat nu apare ime- 
diat după contactul infectant. Între momentul infecției şi mo- 
mentul pozitivării reacției la tuberculină (virajul) trece un anu- 
mit timp, o „perioadă refractară” : faza amtealergică. Această 
fază este cu atît; mai scurtă, cu cît doza infectantă (cantitatea de 
bacili) a fost mai mare și cu cît virulenta aceasta a fost maì cres- 
cută, Într-o măsură mai mică, ea poate fi influențată de re 
animală şi de capacitatea individuală de reactie a See La 
în cauză, De asemenea, calea de administrare a tubereu SH ch 
o influenţă netă; astfel, injectată subcutanat, tubereulina 
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o reacţie pozitivă, în raport c zele i 

NAAT y port cu dozele infectante, după cum 
doza înfeotantă (mg) perioada amtealergică 
0,000 001 —0,000 0001 . . . . citeva săptămîni — citeva 

luni l “n 

pa. —0,0001 ..... . . aproximativ 1 lună 
gi i sine Ji wh Mario iii aug Bel EIB 
OLEI E ZE vlt e een EE 2018 
E E E E ER E, E 


Pe cale imtradermică, reacţia trece prin toate fazele tipice 
de dezvoltare, de la simplul eritem palid la infiltrație, nodul 
papulă, Jlictenă şi mecroză, a căror combinare — în raport ep 
doza de germeni injectată — poate traduce cu destulă precizie, 
gradul de alergizare atins de organism. În general, gradul maxim 
de alergie cutanată se constată în cursul celei de a patra săptă- 
mini de la contactul infectant și durează, uneori, pînă la moarte. 
Se admite că persistenţa în timp a unei reacţii pozitive este 
întreținută fie de un focar latent endogen, De de mici și repetate 
înfecții exogene. Procentul reacţiilor pozitive creşte proporțional 
cu vîrsta ; el este nul la nou-născuţi, atinge aproximativ 10%, 
între 5 şi 8 ani, 30% în jurul vîrstei de 21 de ani, spre a ajunge 
la 90% de la vîrsta de 40 de ani. Spre bătrineţe, o dată cu 
declinul fiziologie general al organismului, şi reactivitatea 
alergică scade progresiv, uneori pînă la dispariţie (desensibili- 
zare spontană ? lipsa reinfecţiilor exogene ?). 

Reactivitatea alergică nu este provocată numai de contactul 
cu bacili tuberculoşi vii, ci şi de administrarea de corpi bacilari 
omorîți. Această sensibilizare este însă întotdeauna, pentru doze 
echivalente, mai slabă şi mai puţin persistentă, decît aceea con- 
ferită de germenii vii. Ea poate fi intensiticată, dacă corpii 
bacilari omoriţi sînt înrobaţi într-un adjuvant (oleu de parafină 
sau vaselină). Prin acest procedeu, se pot obţine chiar reacţii 
cu caracter hemoragico-necrotic, dacă administrarea tubereu- 
linei se face pe cale subcutanată sau intramusculară ; celelalte 
căi (intraperitoneală, traheală, testiculară, intravenoasă) sînt 
mult mai puţin eficace. Capacitatea de alergizare cutanată a 
unui organism se pare că este condiţionată de bogăţia der- 
mului în vase limfatice. Aceasta ar explica pentru ce cobaiul, 
deși este, mult mai sensibil ca omul față de bacilul tubereulos, 
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manitestă o sensibilitate dermică de sute de ori mai redusă, 
decît acesta din urmă, 


Cercetările de dată mai recentă par să arate că sensibili- 
zarea alergică, o dată dobindită prin contactul cu bacilul tuber- 
culos, poate persista multă vreme, chiar şi după dispariția, ger- 
menilor din focare. A șadar, astăzi nu se mai consideră, prezenţa, 
de focare active sau latente ca o condiție absolut necesară, a 
întreţinerii stării alergice, deşi durata acesteia nu rămîne inde- 
finită după sterilizarea bacteriologică totală a leziunilor. 


Natura şi mecanismul de producere al alergiei tubereuliniee 
au rămas, pînă în ultimii ani, foarte obscure, cu tot numărul 
imens de cercetări întreprinse pentru lămurirea lor în lumea, 
întreagă. Însuşi von Pirquet, creatorul noţiunii de alergie, con- 
sidera sensibilizarea, tuberculinică doar ca un aspect particular 

„al sensibilizării anafilactice propriu-zise. În acest sens, socul 
tubereulinic era asimilat șocului anafilactic, în care tuberculo- 
proteinele ar juca rol de antigeni sensibilizanți, iar răspunsul 
intradermie de tip Mantoux era interpretat ca o formă particu- 
lară, cu răspuns mai tardiv, a unui fenomen Arthus (anafilactic). 
Această concepție, care a dăinuit multă vreme, nu se potrivea 
însă cu unele fapte de observație, care arătau deosebiri nete 
între cele două tipuri de sensibilizare, între care sînt cu deose- 
bire de notat următoarele : 

1. Răspunsul este „imediat” după contactul cu antige- 
nul, în reacția de tip anafilactic, şi este „întîrziat” (cu 24—48 de 
ore) în cele de tip tuberculinic.. 

2. Simptomatologic, şocul anafilactic se traduce prin hipo- 
tensiune şi hipotermie, contracții ale musculaturii netede, cu 
participarea fibrelor musculare involuntare şi a capilarelor san- 
guine (în care ia parte și colagenul, care suferă alterări şi degene- 
rări în focar). Sensibilizarea de tip tuberculinic se caracterizează 
prin hipertermie, neparticiparea musculaturii „netede, dar 
afectează în schimb elementele celulare din teritoriile învecinate 
locului de injecție; şi acelea din focarele la distanţă, moartea 
animalului survenind întotdeauna tîrziu, cu aspect de see 
A A s 
Me anafilaxie, avem de-a face cu AS, de tip EECH 
fixați de celule, ceea ce face ca, stai ieri tzin 

isă iy pe cale umorală să dea fenomenul Ar KE 
fragmente izolate de organe purtătoare de „tesuturi de e 
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(uterul, musculatura bronhică ete.), în contact cu antigenul 
omolog celui cu care au fost sensibilizate, să provoace contrac- 
tura acestora. În sensibilizarea, tmberculinică însă, degi există 
în ser anticorpi specifici, transmiterea, ei pasivă nu reuşeşte prin 
procedeele cunoscute (transtuzie de ser, de sînge total, şi nici 
chiar de organe bogate în elemente reticulo-endoteliale sau de 
extracte din acestea) provenite de la animalul hi persensibilizat, 

4. Tuberculina, care are proprietatea de a declanşa reac- 
blo alergice, nu este totuşi capabilă să şi sensibilizeze animalul, 
ea comportîndu-se ca un antigen pasiv (haptenă), 

D. Animalul care se sensibilizează cel mai uşor la proteinele 
bacilare (iepurele) nu este şi cel mai apt pentru sensibilizarea, 
alergică ; în schimb, un animal care se sensibilizează mai greu 
la aceste proteine (cobaiul), poate avea o capacitate mult mai 
mareată de a se sensibiliza alergic. 

Rezultă, deci, că hipersensibilizarea anafilactică la protei- 
nele bacilare este un fenomen distinct de alergia tuberculimică. 
Faptul că pentru punerea în evidență a stării alergice se folo- 
seşte ca antigen specific tuberculoproteina, arată că acesteia din 
urmă îi revine rolul principal în impregnarea alergică a organis- 
mului, şi că, separată de corpul bacilar, această substanță, 
singură, nu este capabilă să confere animalului nou o sensibili- 
zare de tip „întîrziat”. 

Totuși, între cele două tipuri de sensibilizare, au putvt 
D puse în evidenţă „stări intermediare”, care arată că natura 
şi mecanismul lor de producere nu sînt perfect distincte. Astfel, 
dacă se injectează unui cobai tuberculos ovalbumină, el se 
sensibilizează la această proteină, răspunzînd cu reacții de 
tip „întîrziat”, asemănătoare celor tuberculinice, la început 
cutanate, şi mai apoi generalizate, animalul murind pînă la 
urmă cu „şoc tardiv”. Deci, în procesul de sensibilizare se 
disting două faze : una precoce, de tip anafilactic, şi a ier 
de tip tubereulimic, care se instalează în continuarea cal din Mi 
(Dienes şi Sehânheit). Această interpretare a fost. con m 
și de alte fapte experimentale, cum ar fi àb paare aar ataaț 
de tip „întârziat” prin administrarea de ser de ca a vi sec? 
tuberculizate, rezultatele cele mai nete Qi au Se on Ss a 
preparantă de proteină se tace pe cale intratesticu ară Ge R sh 

Rezultatele negative, la care au ajuns toţi cei car E 
încercat să transmită pasiv alergia Toten RE eeng 
deele uzuale, au făcut să se creadă că alergia ar îi o prop 
tate dobindită, netransmisibilă, 
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N j ` we 

S S-a socotit că pentru ca să apară ar fi necesară prezenţa 
m organism a unui „focar tuberculos” care, acţionind asu ra 
corpilor bacilari, ar incita, elaborarea unui principiu alati 
zant, ce nu poate fi obţinut în vitro din cauza marei lui labili. 
tățpi. După alții, la nivelul unui asemenea focar, s-ar elibera, 
lent ȘI progresiv, tubereuloproteine, de tip special, care, impreg- 
nind organismul, i-ar imprima în cele din urmă modificările 
de reactivitate care caracterizează sensibilizarea, alergică, 

In 1945, Chase a arătat că transmiterea, pasivă a alergiei 
este totuşi posibilă, dacă transferul se face nu pe cale umorală, 
ci pe cale celulară. Asttel, s-a reuşit alergizarea tuberculinică, 
a animalului nesensibilizat, folosind ca vector leucocitele din 
exsudatul peritoneal al animalelor alergice. Sensibilizarea aces- 
tora a fost realizată fie prin infectare cu bacili tuberculoşi 
(vii sau morți), fie prin vaccinare. Animalele receptoare devin 
pozitive la tuberculină, după 48—72 de ore după injectarea 
leucocitelor, dovedind astfel suportul celular al hipersensibili- 
ării tuberculinice. Transferul pasiv al alergiei tuberculinice 
a fost realizat cu succes şi la om (1949), prin intermediul leuco- 
citelor din sîngele periferie provenit de la indivizi Mantoux- 
pozitivi, injectate intradermic la indivizi tuberculino-negativi. 
La 18—48 de ore se practică, în acelaşi loc, o reacţie Mantoux, 
care se arată net pozitivă după 24 ore de la injecție. Alergia 
astfel ciştigată, durează peste trei luni, intensitatea ei depin- 
zînd de cantitatea şi gradul de viabilitate al leucocitelor trans- 
ferate, de procentul de limfocite (purtătoarele probabile ale 
„factorului alergizant”) şi de capacitatea de sensibilizare a 
receptorului. Caracterul pasiv al transferului este dovedit de 
incubatia scurtă şi de natura lui tranzitorie. Este probabil că 
substratul acestei sensibilizări constă în existenţa unor ,anti- 
corpi labili”? elaboraţi de celulele transferate — în special de 
limfocite — în timpul stagiului lor în organismul receptor. 

Cercetări recente au arătat că reactivitatea alergică poate 
fi conferită organismului nou şi în lipsa corpului mierobian 
(bacili vii sau morţi). După numeroase încercări de conferire 
a alergiei prin intermediul tuberculo-proteinelor specifice cu 
mare putere sensibilizantă, care au dus la rezultate negative 
s-a văzut că factorul alergizant este reprezentat de un GN 
plex format dintr-un amestec de ceară purificată, oeren 3 
corpul bacilar, şi tuberculoproteină (Raffel, ae Tva 
animalului nou, acest complex îi conteră un grad de eren: Sea 
se suprapune celui conferit de însuşi corpul microbian. Ce 
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puriticată, singură, este inertă imunologic, după cum şi tuber- 
culoproteina, singură, nu constituie decât un bun antigen sensi 
bilizant, de tip anafilactic. Corpul bacterian, din care s-a bie 
părtat ceara, îşi pierde puterea alergizantă, deși păstrează 
intacte toate celelalte componente, ceea ce a f 
pună că factorul alergizant este legat de « 
prin hidroliza acesteia, s-a obţinut, pe lingă acidul micolie 
un polizaharid hidrosolubil (W); acesta, legat de acidul micolic 
printr-o legătură esterică formează un complex care, injectat 
la animal, îi conferă starea de alergie. Aşadar, ceara bacilară 
puriticată, prin esterul pe care-l cuprinde, format din acidul 
micolic, esteriticat, cu polizaharidul W, este fracțiunea activă 
din ceară care, în asociaţie cu tuberculoproteina, conferă anima- 
lului nou starea de sensibilizare alergică. 

O dată sensibilizat în urma unui contact infectant, toate 
celulele organismului devin „alergice”. Sensibilitatea lor fată 
de fractiunile elaborate de bacili, capabile să declanșeze reacţii 
de hipersensibilitate tuberculinică, se poate demonstra şi în 
vitro, în culturi de ţesuturi (prelevate de la animale alergice), 
în prezența tuberculinei sau a tubereuloproteinelor specifice. 
Adăugarea la mediul de cultură de asemenea substanțe deter- 
mină mai întîi inhibarea creşterii şi mai apoi degenerarea, 
liza şi, în cele din urmă, moartea celulelor provenite din tesu- 
turi de animale alergice, în vreme ce acelea prelevate de la 
animale nesensibilizate nu sînt afectate, ci proliferează inde- 
finit. În ce priveşte natura fracțiunii răspunzătoare de declan- 
şarea reacţiilor alergice, s-a arătat (Seibert) că este vorba de 
o proteină specifică, întrucît : 

— activitatea tubereulinică a unui filtrat de cultură poate 
fi pusă în evidenţă numai o dată cu apariţia în mediu a tuber- 
culoproteinelor ; 

— precipitarea tuberculoproteinelor din mediu face ca 
aceasta să-și piardă puterea reacțională tuberculinică ; 

— principiul activ tubereulinie migrează o dată cu pro- 
teinele la electroforeză ; ; 

— enzimele proteolitice (tripsina, pepsina) fac să dispară 
activitatea tubereulinică a filtratului de cultură ; 

— la purificarea tuberculoproteinelor, procentul de azot 
variază o dată cu activitatea tuberculinică ete. Geet 

Tuberculoproteinele dotate cu activitate tubereulinică 
(declanșatoare sînt foarte stabile : rezistă la fierbere Ve e 
o oră și nu sînt afectate de acţiunea razelor ultraviolete. Sin 
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însă degradate de alcali și de enzimele proteolitice ; 
precipită la punctul izoelectric. re 
sînt adsorbabile pe hidroxid 
selgur), 


Faptul că preparaţii de tuberculoproteine diferit 
greutăți moleculare variind între 8000 j 
activitate reacțională netă, arată 
legat de o anumită fracțiune proteică 
Tuberculoproteinele cu molecule mari, eliberate în mediul 
de cultură, îşi păstrează intactă puterea reacțională, chiar 
şi după clivarea lor, prin hidroliză, în molecule mai mici, pînă 
la o anumită limită, sub care ele devin inactive. În ce priveşte 
soarta acestor tubereuloproteine in vivo, adică în însuși orga- 
nismul purtător de focare active bacilifere, de la nivelul cărora 
sînt elaborate, se pare că sînt fixate de aceste focare. De aceea, 
ele nu au putut fi puse în evidență, după injectare, în umorile 
animalelor infectate, ci numai în acelea ale animalelor indemne. 
Mecanismul reacției de declangare, pe care ele o provoacă la 
animalul infectat, este încă obscur. Se admite că reactiile 
inflamatorii, pe care le provoacă în țesuturi contactul lor cu 
tuberculoproteinele, ar fi datorite unei liberări locale de his- 
tamină, de către celulele sensibilizate specific. Aceste reacții 
constau din fenomene exsudative (distensia hipodermului de 
edem), congestie intensă (vasodilataţia capilarelor cu creşterea 
permeabilităţii lor), urmate de fenomene degenerative, care 
ajung pînă la necroză. Dar rolul eventual al  histaminei este 
încă ipotetic, ţinînd seama de lipsa de efect a antihistaminicelor 
de sinteză în inhibarea reacției, şi de faptul că asocierea his- 
taminei la tuberculină nu provoacă o intensificare semnifica- 
tivă a reacției. În schimb, un rol important în producerea aces- 
teia o deţine cu siguranţă sistemul nervos vegetativ, ca interme- 
diar între procesele de incitare și cele de declanșare. Rolul siste- 
mului neuro-vegetativ în producerea reactivităţii alergice este 
demonstrat și de faptul că organismul sensibilizat prin infecţie 
răspunde cu reacții mult mai intense ca cel normal, chiar și 
față de incitaţii nespecifice, de natură diferită. Astfel, este 
cunoscută reactivitatea intensă a organismului tubereulizat, 
față de bacilii paratuberculoși (saprotiţi) şi a produselor eg a 
(ex. : fleolina), ca și față de o serie întreagă de leie er 
dorezistenți (bacilul tific, vibrionul Ek Gs ki e Sc 
ori a produselor acestora (colitoxină, maleină, leprozină, 


cianină etc.), 


zin „prote cu acizii, 
Se prezintă în stare coloidală, 
de aluminiu, cărbune activ, Kie- 


e, cu 
i „i 30000, posedă o 
că principiul activ nu este 
are i-ar servi de substrat. 
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Este de asemenea binecunoscută sensibilitatea deosebită, 
manifestată de tubereuloşi, față de serurile terapeutice, de 
lactalbumine şi de o serie întreagă de substanțe medicamentoase 
(eacodilat şi glicerofosfat de sodiu, iodură de potasiu, sărurile 
de aur etc.). Această sensibilizare nespecifică este cunoscută 
sub numele de heteroalergie. Ea poate atinge un asemenea grad 
de intensitate, încît reacţia inflamatorie să se prezinte cu mult, 
mai intensă după administrarea — locală sau generală — a 
substanței nespecifice (exemplu : filtrat de colibacil) — decit 
chiar a tuberculinei (Holzberger și Packalen). Asemenea reacții 
hiperergice nespecifice s-ar explica printr-un mecanism asemănă- 
tor aceluia din „fenomenul Black-Schaeffer” (fenomen 
Shwartzmann printr-o singură injecție). 
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CAPITOLUL X 


REACȚIILE DE APĂRARE ALE 
ORGANISMULUI FAȚĂ DE 
INFECȚIA BACILARĂ, IMU- 
NITATEA ANTITUBERCU- 
LOASĂ ȘI MECANISMUL EI 


__ Puţine infecții prezintă o mai mare compexitate în ce 
priveşte mecanismele pe care organismul este solicitat să le 
opună spre a se apăra, ca infecția bacilară. Această complexi- 
tate este atit de mare, încît, nici pînă astăzi — cu tot numărul 
imens de lucrări efectuate de-a lungul vremurilor — substratul 
rezistenţei organismului faţă de tuberculoză nu este încă bine 
cunoscut. 

__ Este ştiut de multă vreme că, în lumea animală, suscepti- 
bilitatea faţă de infecția tuberculoasă este foarte variabilă. 
Există organisme care prezintă în mod natural, față de anumite 
tipuri de micobacterii, o sensibilitate sau o rezistență foarte 
marcate. Gradul de receptivitate sau de rezistenţă naturală 
este condiționat de un complex de factori, între care : 

1) Specia animală: există specii mai sensibile, specii 
mai rezistente şi specii refractare față de diferitele tipuri de 
micobacterii. Așa, de exemplu, omul este o specie sensibilă 
faţă de bacilii tuberculoşi de tip uman şi bovin, puţin sensibilă 
față de aceea de tip aviar, și practic insensibilă faţă de cei de 
tip murin. Iepurele, atit de sensibil față de bacilii de tip bovin 
şi aviar, este relativ foarte rezistent faţă de cei de tip uman. 
Șoarecele şi șobolanul sînt rezistenți — între anumite limite — 
în ce privește doza de bacili inoculaţi și calea de administrare ara 
faţă de toate micobacteriile considerate ca patogene”. În 
cuprinsul unei aceleiași specii, există deosebiri semniticative 
între diferitele „linii” selecţionate genetic, variind între o 
rezistență foarte marcată și o sensibilitate extremă (ex. : 
iepurele). 4 290 AMR 

2) Rasele pot prezenta susceptibilități diferite, i cadrul 
aceleiași specii. La om, spre pildă, este bine reia ci 
sensibilitate faţă de tuberculoză a eschimoșşilor, 
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americani ori a negrilor senegaleji, comparativ cu rezistenta 
însemnată a caucazienilor, AT 

3) Constituţia genetică îşi are importanța, ei, atestată, la 
om, prin morbiditate: atit de diferită care s-a constatat la 
gemenii univitelini (70—85 %), comparativ cu cei bivitelini 
(20—30%), 

d vi îrsta joacă un rol primordial : este bine cunoscut că 
mortalitatea maximă prin tuberculoză coincide întotdeauna 
cu prima copilărie (0—4 ani), prezintă un minimum între 
5 şi 10 ani, spre a creşte foarte mult la pubertate şi la adultul 
tînăr (25—30 ani). Vîrsta în jurul a 40 de ani diferenţiază, în 
general, tuberculozele de tip „primar” (zise „de primoinfecţie”), 
de cele de reinfecţie „,secundare”, 

5) Factorii nespecifici, care afectează echilibrul biologic 
general al organismului : subalimentaţia, efortul excesiv, pro- 
miscuitatea, ca factori externi şi balanța hormonală, meta- 
bolismul şi f ziologia generală a organismului ete, ca factori 
interni condiţionează în largă măsură echilibrul nestabil, 
cu caracter simbiotie dintre paraziți (b.K.) şi gazdă (organismul 
infectat), deplasînd acest echilibru cînd în favoarea germenului 
(boala evolutivă), cînd în cea a organismului (nereceptivitatea), 
cînd în a nici unuia dintre ei (infecția inaparentă sau ocultă). 

Procesele imunobiologice care intră în joc o dată cu insta- 
larea stării de rezistenţă (imunitatea), încă puţin cunoscute 
în intimitatea lor, se traduc prin următoarele reacţii imuno- 
logice : ă 

— localizarea şi fixarea bacililor la poarta de intrare ; 

— distrugerea — parţială sau totală — a acestora la nivelul 
teritoriului invadat ; i 

__ inhibarea diseminării bacililor în restul organismului ; 

— limitarea multiplicării germenilor la locul de pătrundere 
sau la nivelul focarelor metastatice; ` 

— reacția histopatologică a țesutului sau organului lezat 
cu producerea de leziuni fibroase sau proliferative. A 

Căile, prin care organismul parazitat reuşeşte să pună Ee 
joc asemenea mecanisme complexe, au fost ate, e ERA 
pe care acesta le declanșează, de regulă, în fața orlo 
ţii, adică: i re 

a) reacții umorale, tinind de prezența şi de eficionț 

í erici specifici ; dÉ 
EE at Si lare, avind ca substrai Gegen celulelor 
dotate cu proprietăţi speciale în reacţiile de ap ; 
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S c) reacții de se nsibilizare aleraie d Run, Akte, Gei 
răspunde în mod Specific H Cast, a. idee AEN 
sau cu produse de elaborare ale acestora, luneţionînd ca, erg 
gene” sau „alergene”, i 7 
SE a) Reactiile umorale au fost cele dinții presupuse gi cerce- 
ate ca răspunzătoare de procesele imunitare antibacilare, Dar, 
spre deosebire de alte infecţii, în infecția tuberculoasă g-a 
constatat că serurile presupuse „imune”, chiar dacă posedă 
titruri foarte ridicate în anticorpi specifici antituberculoşi, nu 
manifestă vreo activitate protectoare, nici pentru organismul 
infectat şi nici pentru acela căruia îi sint transferate pasiv 
(C. lonesca-Mihăieşti şi ©. 0, Oprescu). Ele pot chiar deter- 
mina, după transfer, o sensibilizare şi mai accentuată a orga- 
nismului receptor față de infecția virulentă (O. C. Oprescn ). 
Rezultă, deci, că rolul protector al anticorpilor în infecția 
tuberculoasă este practic inaparent, cel puţin după un transfer 
pasager. Rămiîne însă de cercetat, dacă nu cumva un transfer 
continuu și suficient de îndelungat, ar putea, avea, eventual, 
vreo acţiune protectoare faţă de infecția virulentă evolutivă. 
Deocamdată, se admite că anticorpii serici reprezintă, în tuber- 
culoză, doar simple teste de infecjiozitate, traducînd — ca şi 
reacțiile alergice — un contact prealabil al organismului cu 
bacilul tuberculos, fără însă a avea vreun raport direct; cu rezis- 
tența faţă de infecţie. In vitro, cercetări recente (Fong), au 
arătat că serul „imun” (conținînd anticorpi specifici antiba- 
cilari), posedă facultatea de a neutraliza efectul citopatogen 
al bacililor tuberculoşi virulenți, asupra monocitelor alergice, 
întreţinute în culturi. De asemenea, în serul animalelor imuni- 
zate, s-a putut pune în evidență prezența unui „factor tuber- 
culostatic”, care manifestă o acțiune inhibitorie netă şi spe- 
cifică asupra dezvoltării bacililor tuberculoși în vitro. Factorul 
nu este însă un anticorp, fiindcă nu posedă caracterele esen- 
ţiale ale anticorpilor umorali. Aceste date noi ar putea duce, 
în viitor, la o reconsiderare a rolului ce ar reveni reacțiilor 
umorale în mecanismul rezistenţei antitubereuloase. 


b) Reacţiile celulare sînt în prezent considerate ca avînd 
rolul cel mai de seamă în procesele de apărare faţă de at — 
tubereuloasă. Experimental, acest A A fost E KL 

ăgură i ări castă direcţie s 

i, pe măsură ce experimentările în ac „din S 
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provenite de la animale imunizate, numărul bacililor 
rapid ŞI într-o proporție considerabilă, Mai tirziu ( 1937 
Holm şi Bindsley, experimentind cu monocite ofovenitó di 

peritoneul unor animale vaccinate cu DO. și infectate ala 
rior cu bacili virulenți pe cale traheală, au constatat că dezvol- 
Ge E Eeer era inhibată, Curind după aceea 
( » Woodrof și Kelly arată că bacilii virulenti cultivă, ugor 
îm peste 90% din cazuri în cavitatea peritoneală a animalelor 
normale şi cu mult mai precar sau deloc, în cea a animalelor 
imunizate, Recent (1958), Berthrong şi Hamilton, infectind 
culturi de monocite cu bacili tuberculosi virulenți, pe de o 
parte, şi cu bacili atenuaţi, pe de alta, constată că, cei virulenţi 
sînt cu mult mai nocivi (efect citopatogen) pentru aceste celule, 
decit cei atenuaţi. Încercînd să precizeze în ce măsură monoei- 
tele imune ar poseda proprietăţi bacteriostatice sau bactericide 
față de bacilii tuberculoși, Lurie şi colaboratori au putut arăta 
că celulele provenite de la animalele infectate manifestă im 
vitro o activitate fagocitară superioară celor provenite de la 
animalele normale ; o asemenea fagocitoză crescută se mani- 
festă atît faţă de bacilii tuberculoşi ca atare, cît şi față de alte 
particule, vii sau inerte. Înjectînd bacili tuberceuloși la animale 
normale şi imune, apoi prelevînd fragmente de ganglioni şi 
măduvă, care sînt transportate în camera anterioară a ochiului 
de iepure normal, ei cercetează, cantitativ, gradul de dezvol- 
tare a bacililor, constatind că numărul acestora este sensibil 
mai redus și dispoziţia lor net mai dispersă în celulele provenite 
de la animalele donatoare ,„imune”, decît în cele ale animalelor 
normale. Spre a exclude orice eventual efect al umorilor orga- 
nismului asupra bacililor în cursul fagocitozei lor în vivo, 
procesul a fost urmărit şi in vitro, în prezenţă de plasmă imună 
şi normală; rezultatele s-au arătat identice, sugerînd astfel 
absenţa participării vreunui factor umoral în procesul de inhi- 
bitie exercitat de monocitul imun faţă de bacilul tubereulos. 
În anii următori, acest gen de cercetări este reluat (1953) de 
Suter care, lucrînd cu monocite provenite de la animale imuni- 
zate (prin vaccinare cu B.C.G.) şi cultivate in vitro, demon- 
strează inhibarea multiplicării bacililor intracelulari în celulele 
de cultură provenite de la donatorii vaccinați sau care suferi- 
seră o primoinfecţie. S-a remarcat totodată „capacitatea de 
inhibitie a monocitelor care se dezvoltă concomitent cu reacţia 
celulară faţă de ceara” bacilară, ca şi față de „lipopoliza- 


haridul” bacilar, 
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natado aa aape SOEN E 
apărate Geiist, KD ie Jagooitare în procesul de 
, "Dn constituie unul din cei mai de seamă, — 
poate chiar cel mai important dintre „factorii de rezistentă” 
Alături de capacitatea de a fagocita, inhiba, și chiar liza bacilii 
cu care vin in contact, aceste celule participă în mod ac 
ŞI la procesul de vinde are, atunci cînd infecția nu a miut 
D jugulată. După cum bine se ştie, ele iau parte directă la edifi- 
carea foliculului tuberculos, prin generarea de epitelioide gi 
de celule gigante Langhans, determinind limitarea procesului 
infecțios, circumscrierea leziunilor şi, prin aceasta opunînd 
invaziei bacilare o barieră tisulară, organizată, sub formă de 
reacţii de tip nodular. Astfel, rezistenţa slabă sau lipsa de rezis- 
tenţă, se traduc — din acest punct de vedere — printr-un răs- 
puns celular slab, întîrziat, cu caracter difuz, „celulele infla- 
matorii” neizbutind să opună în timp util o barieră eficientă 
invaziei bacilare. Organizarea rapidă şi eficientă a acestor 
reacţii, s-ar produce şi prin stimularea exercitată de anume 
componente elaborate de bacilii care vegetează în țesuturi — 
neidentificate încă cu precizie („antigeni protectori”), ca şi 
prin incitarea celulelor sistemului reticulo-endotelial sub actiu- 
nea cerei” bacilare. 


c) Reacțiile de sensibilizare alergică, considerate multă 
vreme ca substratul esențial al mecanismelor de apărare, sînt 
privite astăzi doar ca unul dintre numeroșii factori imunobio- 
logici care condiționează rezistența. Această sensibilizare, cunos- 
cută îndeobşte sub numele de alergie tuberculinică, se dezvoltă, 
în general, concomitent cu, starea de imunitate, ceea ce a făcut 
ca multă vreme ele să fie considerate ca reciproc dependente. 
În producerea „fenomenului Koch” de pildă, reacţia hemoragico- 
necrotică faţă de bacilii de reintecţie, cu tendința ia vindecare 
rapidă şi fără participare ganglionară, era apreciată ca „com- 
ponenta imunitară” a fenomenului, iar precocitatea, violența 
și rapiditatea evoluţiei leziunei locale, drept WEE 
alergică” a aceluiași fenomen. Modul de evoluţie a SR e 
a pus, încă de la început, problema raporturilor reale din ze 
rezistența față de infecţie şi sensibilizarea alergică Le A 
aceasta o conferă. Bail cel dintii a reușit, experimenta pi i 
cierea celor două componente, prin simpla variație eta ativ că 
a dozei infectante : injectarea la animalul Dee en 
doze mici de bacili nu se traduce prin il deose dea ele 
comportindu-se ca și cum ar fi imun fată de reinteeție; ds 
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însă doza, infectantă devine suficient de mare, el 
Setează denpa cei doi factori a putut fi 
strată şi pe alte căi: noi am arătat « 
erer dezvoltarea, alergiei, manifestă, 
ȘI grad stenta faţă de infecția virulență, ca şi cele 
Vaceinate dar cu sensibilizarea, alergică, păstrată, Raffel a 
constatat la rindu-i că alergia conferită animalului nou 
tratare cu „complexul alergizant” format d 
CA ee în lipsa corpilor bacilari, nu măreşte capacitatea 
de rezistenţă față de infecția virulentă. Dar dacă punerea în 
evidenţă a stării de sensibilizare alergică fără imunitate s-a 
putut realiza în mod indiscutabil, demonstrarea rezistenței 
fără alergie este cu mult mai dificilă. Negre şi Boquet an putut 
obţine o stare marcată de rezistență antituberenloasă fără 
dezvoltarea concomitentă a unei sensibilizări de tip tubercu- 
linie, prin prepararea animalelor cu „antigen metilic”, alcătuit; 
esențial din fosfolipide de origine pacilară, administrate în 
doze repetate. Birkhaug a demonstrat însă că rezistenţa ai 
alergia evoluează concomitent în timp, ceea ce explică pentru 
ce ele au fost vreme atît de îndelungată confundate. Cercetînd 
valoarea imunogenă a bacililor de tip murin (vole bacillus), 
Wells şi Wyllie au arătat că starea de rezistenţă conferită prin 
vaccinarea cu aceşti germeni poate dura chiar şi după ce sensi- 
bilizarea alergică a dispărut de mult. Pierderea alergiei prin 
desensibilizare este însoţită şi de o reducere a monocitelor, 
cu scăderea importantă a concentraţiei acestora. La animalele 
hiperergice, bacilii au tendința de a se aglomera, tedinţă care 
se manifestă şi în vitro după adăugarea de ser provenit de la 
animalele tratate cu „complexul alergizant” (ceară + tuber- 
culoproteină), fără însă ca acestea să manifeste, simultan, şi 
vreo creștere a rezistenței față de infecția virulentă. 
Sintetizînd ansamblul datelor experimentale de care dis- 
punem în prezent, rezultă limpede că rezistența faţă de infecție 
gi sensibilizarea de tip tuberculinic (Întârziat”), deşi se dezvoltă 
concomitent în timp, nu se condiționează reciproc. Lucrările 
care păreau să arate că „celulele alergice” (provenite da h 
organisme tubereulino-pozitive) ar poseda o capacitate Anta 
de a fagocita și distruge bacilii tuberculoşi în vivo, se tolar A 
fapt la „celule imune”, care erau concomitent şi ciel, 
de unde posibilitatea ca și celulele provenite de la animalele 
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imunizat an agit IA 
` unizate, dau lipsite de sensibilizare alergică,. a itäti 
inhibitorii fată do dezvoltarea bacililo "be e SONEN 
Alături d "ër Ae agang do Ol UUDETOULOŞI, 

ături de toţi acești factori de imunitate, r 4 tent i 
tuberculoasă nu poate fi însă explicată, Au al AA 7 anti- 
participarea la procesul imuni "Dol, în totalitatea ei, fără 
Notlar A Spit p cosu imunitar a factorilor mediului, ambiani 
s oea în care vegetează bacilii, și al căror rol este extrem d 
important. EE 


D P A vw 

(ëch aţă de uberculoză, receptivitatea diferitelor 
ët v Gi organe este toarte inegală, La cobai, spre pildă, pe 
SI dE considerat ca cel mai sensibil dintre animale 

tà de bacilul tuberculos virulent, de tip uman sau bovin, 
unele organe — ca splina și ficatul — sint extrem de receptive, 
De Ce vreme altele — cum este rinichiul — se arată relativ 

arte rezistente. Factorul (sau unul dintre factorii), răspunzând 
pentru această rezistență, s-a arătat a fi — la analiza biochi- 
mică a țesutului renal — identiticabil cu o bază organică cores- 
punzătoare fosfatului de spermină. Această substanță manifestă, 
în stare pură, o putere inhibitoare in vitro faţă de bacilul tuber- 
culos, de ordinul a 10 y/ml, activitatea ei fiind condiționată 
de prezența unor fracțiuni serice provenite din serul de bou 
sau de oaie (alfa-globuline cu caracter de enzimă tip amino- 
oxidază, specifică pentru spermină). Se presupune că, în cursul 
reacției dintre enzimă (amino-oxidază) şi germen (b.K.), s-ar 
elibera un produs activ instabil, cu structură încă nedefinită, 
răspunzător de acţiunea inhibitoare. Aceasta pare legată în 
special de prezenţa, în molecula sperminei, de grupări bazice 
(aminice), care sînt, cum se ştie, prezente şi în molecula strep- 
tomicinei, a hidrazidei şi, în vivo, în molecula de lizosim, unele 
histone şi protamine la care s-a pus în evidenţă într-adevăr o 
activitate tuberculostatică netă. Ulterior, la acestea au venit 
să se adauge și alte asemenea substanţe, originare din ţesuturi 
şi umori, cum ar fi peptida timică izolată din timusul de vițel, 
care s-a dovedit; a interfera cu metabolismul sulfului din celula 
bacilară, factorul metamolosolubil izolat de Bjornesjo din urina 
umană, cum şi o întreagă serie de acizi grași tisulari, care, 
toate, manifestă o activitate tuberculostatică remareabilă față 
de bacilul tuberculos și contribuie în mod esenţial la Séiss 
capacităţii de rezistenţă a organismului invadat, GA e 
ele, și concomitent acţiunii lor, în organism mal i Sch A 
o gerie de factori fizico-ohimiot locali, care afooteaz KEEN 
raporturile germeni-organism. Între aceştia, tensiunea d 
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din cursul vegetării bacililor în ţesuturi are un rol prec 3 
Nitor; scăderea el sub un anumit nivel angst a B CUPĂ 
i ra | anumit nivel exercitînd un foarte 
puternic efect tubereulostatie, coea co ox dich de ce proliferare: 
bacilară osto atit do net inhibată i E d e ce prolife area 
ficate (caro, grație avaseulariza San „țesuturilor cazei- 
de aport de oxigen). În i Ver opt d căroteriatice, sint lipsite 
A] de oxigen). In acest mod, leziunile cazeificate apar în 
mod paradoxal ca abaciliforo, aşa cum este îndeobşte cunoscut. 
Acţiunea oxigonării insuficiente este completată şi de inhibitia 
exercitată de aciditatea locală crescută, datorită, retenţiei de 
bioxid do carbon, ca şi acumulării de acizi organici, în special 
de acid lactic, cu o intensă activitate tuberculostatică. Din 
acțiunea combinată a tuturor acestor factori biochimici tisulari 
(deficitul de oxigen, creșterea acidității locale prin exces de 
CO, acumularea de acizi graşi, eliberarea de lizosim, elaborarea 
de proteine bazice ete.) rezultă un mediu ambiant cu puternice 
efecte imhibitorii asupra bacililor tubereuloși in vivo și in situ, 
care contribuie, în largă măsură, la instalarea rezistenței nespe- 
cifice a organismului infectat. | 
Alături de cercetările relative la rezistența de organ, s-au 
căutat şi mecanismele de apărare care intră în. joc la nivelul 
celulelor înseși şi în special a fagocitelor. Astfel, s-a arătat 
(Martin, 1953) că în lecucocitele provenite de la bolnavii de 
diabet (a căror susceptibilitate faţă de tuberculoză este bine 
cunoscută) există o concentraţie de lactat considerabil mai 
redusă decît în cele provenite de la indivizi indemni. Coneo- 
mitent, s-a demonstrat (Dubos) că, dacă se adaugă la suspensii 
de bacili tuberculoşi anumiţi compuși ketonici (piruvat, oxalace- 
tat, dihidroxiacetonă ete.), bacilii sînt „„protejaţi” faţă de efectul 
inhibitor al acidifierii mediului (prin concentrarea de acizi 
graşi, acid lactic etc.), fapt care ar explica, o dată mai mult, 
pentru ce diabeticii — la care elaborarea de acid lactic este 
notabil scăzută — oferă un mediu atît de prielnice evoluției 
tuberculozei. Mecanisme de substrat asemănătoare, încă necu- 
noscute, stau probabil la baza sensibilizării la tuberculoză a 
celor suferinzi de alte afecţiuni de tip granulomatos, cum ar îi 
silicoza sau sarcoidoza (Hirsch, 1955). Tot în acelaşi sens se 
poate interpreta și influența exercitată de hormonii adrenocor- 
ticali, și în special a cortizonului, asupra rezistenței faţă de 
tuberculoză. În acest sens, s-a putut pune în evidenţă o scădere 
accentuată a producerii de acid lactie în leucocite, în vitro, 
sub acţiunea acestui hormon (Martin, 1954), În ce priveşte 
consumul de oxigen, s-a constatat că macrotagele originare 
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kt E e Lt i in acest sens fiind încă, cu totul la 
l al) » Sin deocamdată foarte restrinse ; ele fac însă să între- 
zărim largi perspective pentru înţelegerea me 'anismelor de bază, 
ale rezistenţei naturale sau  cîştigate față de tuberculoză. 
Totodată, trebuie ţinut seama, și de faptul că, chiar când se 
va ajunge la cunoașterea intimă a acestor mecanisme, vor 
trebui luate în considerare și proprietăţile legate de germenul 
cu care interferă organismul. Astfel, de pildă, ritmul de multi- 
plicare mult mai redus al bacililor avirulenţi în. organism s-ar 
putea explica prin vicierea metabolismului celulei bacteriene, 
afectînd cu deosebire procesele de oxidare celulară, şi care are 
drept consecință o agresivitate sensibil mai redusă faţă de 
celulele organismului-gazdă. Acelaşi fenomen s-a putut constata 
şi în cazul bacililor virulenți deveniți hidrazidorezistenţi, a 
căror patogenitate scăzută este însoţită şi de o pierdere a acti- 
vităţii catalazice şi peroxidazice, de perturbări a proceselor 
de oxido-reducere, ca şi de o creştere a sensibilităţii lor față 
de acțiunea bacteriostatică şi bactericidă a unor extracte leuco- 
citare. Lucrări recente (şcoala franceză), leagă gradul de rezis- 
tență a celulelor organismului-gazdă de proprietățile de supra- 
față ale celulei bacteriene. Se consideră că, întrucît la bacilii 
virulenți învelişul periferic lipoidie al corpului bacilar este 
mai bogat şi posedă o mai mare forță de coeziune moleculară, 
aceştia rezistă mai bine fagocitozei decît cei avirulenți, la 
care încărcătura lipidică a „mantiei” periferice, ca şi forța 
ei de coeziune moleculară, sînt mai reduse. Se pare că în anume 
substanțe elaborate de celulele-gazdă ale organismelor rezis- 
tente (esteraze, d-serină aal, cu acţiune asupra sintezei lipi- 
delor, ar modifica aceste forțe de suprafață ale bacililor, expli- 
cînd astfel, cel puţin în parte, receptivitatea celulelor-gaade. 
În acest mod, studiul interacțiunii dintre complexul periferic 
celular al diferitelor tipuri de micobacterii şi factorii inhibi- 
tori sau receptori de la nivelul celulelor — și, poate, vi s bans 
rilor — organismului-gazdă, ar aduce lumini noi şi à 
A E ismul rezistenţei. O asemenea cerce 
însemnătate privind mecan ezis ` ă în sfirsit 
: Le. într-o bună zi, să se înţeleagă în sfìirgi 
Ges en KE se infectează inexorabil şi adesea 
entru ce unele organis LLOCv ged Sa 
mortal altele fac o ntete curabilă, cu sau fără recidive, altele 
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una abortivă sau ocultă, iar altele 
Dar un asemenea studiu 
Însumînd într-un bilanţ succint datele prezentate mai sus 
asupra mecanismului imunităţii antituberculoase, rezultă că, : 
— organismul animal ai cel uman posedă indiscutabil o 


capacitate naturală sau dobindită de a rezista infectiei baci- 
lare, şi: 


se arată cu totul refractare. 
amine încă de întreprins, 


ee în stadiul actual al cunoştinţelor nu este încă posibil 
Să se aprecieze cărui factor anume trebuie atribuită cu precă- 
dere această capacitate. Ea ar putea fi rezultanta, unui complez 
de factori, a căror interacțiune condiționează, la un moment; dat 
gradul de receptivitate al unui anume organism. 


EVOLUȚIA INFECȚIEI BACILARE UMANE, ÎN RAPORT CU STAREA 
IMUNOBICLOGICĂ A ORGANISMULUI 


Interacțiunea reciprocă dintre toţi factorii imunobiologiei 
analizaţi mai sus, care intră în joc o dată cu declanșarea conflie- 
tului bacil-organism „comandă în cea mai mare măsură evoluția 
ulterioară a infecţiei. La om, ca rezultat al acestei interacțiuni, 
infecția poate rămîne tot timpul ocultă (latentă), netradueîn- 
du-se prin nici un semn clinic de boală (tuberculoza-infecție), 
după cum poate şi deveni evolutivă, cu leziuni active (tubereu- 
loza-boală). Datorită relativei rezistențe native a speciei umane 
faţă de tuberculoză, atestată de marea disproporţie dintre 
numărul imens de indivizi infectați şi acela comparativ foarte 
redus al celor care se îmbolnăvesc, tuberculoza-boală apare ca un 
accident biologie care transformă o simbioză naturală într-un 
parazitism nociv. e 

Observațiile clinice au semnalat, încă de mult, că tubereu- 
loza-infecţie măreşte semnificativ rezistența faţă de tubereu- 
loza-boală. Ca urmare a unor atari observaţii, încă de la 1886, 
Marfan a putut formula vestita-i „lege” după care, mamas 
care au făcut în copilărie „serofule” (tuberculoza SECH Sn 
cervicali cu hipertrofia gi cazeificarea lor) şi care Sam ER en 
fără vreun alt accident bacilar mai înaintea vîrstei si eee A 
rămîn de regulă indemni de tuberculoză pontra pat cica A 
Puțin mai tirziu (1891), punerea în dp be e f daag 
Koch mai întîi, și a fenomenului lui Römer p 
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i N Doing rezistența marcată pe care o primoinfecţie o conferă 
AT: A "e "o d Lé d mp ) d D ` K ; aa 
aţă ae remfecpiile emogene au demonstrat strălucit Întreaga 
we e A E d Héi Or 
semnificație a „legii lui Marfan” pentru explicarea, rezistenței 


antitubereuloase în clinica umană, importante observații ulte- 
moare, atit clinice cât şi 


experimentale, datorite Imi Behring 
Allen Krause, Anton Ghon ote., au confirmat tot mai net wel 
primointecţiei paucibacilare în instalarea, procesului imunitar 
a şi în evoluţia ulterioară a procesului infecțios o dată instalat. 
La om, calea de acces a bacililor în organism fiind en mult cel 
mai frecvent acea aeriană (respiratorie), infectia debutează, 
de regulă, la nivelul alveolelor pulmonare, unde dezvoltă mai 
întîi complexul primar cu elementele-i caracteristice ` şancrul 
de inoculare și adenopatia satelită. Această, afectare primară, 
a parenchimului pulmonar (alveolelor), cu prinderea, secundară, 
a ganglionilor, s-a verificat în mod constant de la Parrot în- 
coace. Mult mai rar, infecția se grefează pe cale digestivă 
(care necesită însă doze infectante în general cu mult mai 
mari), ducînd la apariția unui „complex primar intestinal”, en 
șancru de inoculare la nivelul mucoasei și cu prinderea, ganglio- 
nilor mezenterici tributari. În unele cazuri — conform legii 
lui Cohenheim — etracţia mucoasei se poate produce şi fără 
o lezare decelabilă a ei, mai cu seamă dacă infecția a fost 
paucibacilară. Cel mai adesea, însă, poarta de intrare a bacililor 
rămîne perfect decelabilă şi la nivelul mucoasei (exemplu : 
accidentul de la Liibeck). 


O dată declarată, infecția poate urma o evoluţie foarte 
complexă, comandată toemai de calităţile imunobiologice pro- 
prii organismului pe care se dezvoltă. Pluralitatea tipurilor de 
leziuni poate fi atît de vastă, încît o sistematizare a etapelor 
evolutive pe care infecția le poate urma în raport cu starea 
imunobiologică a organismului este extrem de dificilă. Karl von 
Ranke a încercat cel dintii o asemenea sistematizare cuprinză- 
toare, devenită de altminteri clasică, ţinînd în egală măsură 
seama atit de substratul morfopatogenic, ca și de starea imuno- 
biologică a organismului afectat. El a distins, astfel, trei etape 
evolutive distincte, avînd o succesiune ciclică în timp, caro 
au servit pînă foarte recent ca ghid în clinica îtiziologică. esch, 
succesiune s-ar desfășura după cum urmează: după o per ge"? 
amtealergică, în cursul căreia infecția evoluează MORE SO daf 
scară microscopică, urmează perioada eg beier ée: 
prin edificarea complexului primar cu elementele SC ere 
de inoculare și adenopălia satelită (Parrot, R iiss). Dag 
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de obicei unic, se instalează sub forma unui foc 
nar localizat de predilecție la nivelul lobului 
rior drept, şi reprezintă leziunea imi 
exsudativ, cu care debutează infecti 
cazeos, circumscris de un strat 
gigante şi limfocite şi o intensă 
învecinate. Nu este dovedit că ar reprezenta exclusiv pecetea” 
fixării primordiale a bacililor; este posibil ca adevărata „le- 
ziune minimă inițială”? microscopică, rezultat al primei fixări 
următoare bacilemiei care o precede, să existe neobservată, 
în cu totul alt teritoriu. În cele mai multe cazuri, complexul 
primar evoluează favorabil, spre vindecare, prin închistarea 
focarului pneumonie prin colagen, sau prin calcifiere. Ganglionii 
azeiticaţi se vindecă mult mai lent ; uneori, mai înaintea vin- 
decării, pot abceda în lumenul unui vas, producînd astfel o 
diseminare cu caracter miliar a infecţiei. Concomitent, reacția 
alergică devine intens pozitivă, traducînd starea de hipersen- 
sibilizare tuberculinică, care se instalează. 

Acestei perioade de debut, care poate dura pînă la cîteva 
luni, îi urmează o fază de diseminare a infecției pe cale limfatică, 
sanguină sau bronhigenă, rezultată din descărcări bacilemiee 
de origine endo- sau exogenă, conducînd la localizări metas- 
tazice noi la nivelul viscerelor, oaselor sau seroaselor : este 
perioada secundară a lui Ranke. Bacilii din complexul primar 
nu mai rămîn cantonaţi la bariera ganglionară, ci sînt trans- 
portaţi pe cale limfatică — în cordul drept, apoi în mica circu- 
laţie — fiind parţial opriţi în plămîn şi, prin cordul stîng, sînt 
apoi diseminaţi. în. tot organismul. Leziunile la distanță, astiel 
create, îmbracă aspecte extrem de variate, de la cele clinic 
inaparente și pînă la cele mai grave şi mai extinse. Hipersensi- 
bilitatea tuberculinică este foarte marcată. În general, reac- 
tiile sînt violente, de tip exsudativ, cu tendință marcată la 
vindecare. Acestei perioade îi aparțin : epituberculozele, sărace 
în elemente specifice, cu apariția precoce şi evoluție favora- 
bilă ; focarele Simon, cu localizare apicală, bine delimitate şi 
fără participare ganglionară ; și numeroasele localizări metas- 
tazice ` ganglionare, osoase ȘI viscerale. gë 

În fine, cea de a treia şi ultima fază — „perioada terțiară ie 
se caracterizează printr-o tendinţă marcată de fixare a eter e 
la un singur organ, localizarea lor de predilecție fiind Kata A 
nară (ele), Evoluind pe un teren modifioat M PAA si 
reactivitate prin primoinfecţie, leziunile progresea ` 


ar intrapulmo- 
mediu sau infe- 
jială macroscopică de tip 
a. El prezintă un, centru 
„ avascular cu epitelioide, celule 
reacție congestivă în teritoriile 
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' , ; Peacivări ale unor foc 
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a organismului Şi a unei modificări a reactivității alergice < 
acestuia, Participarea ganglionară este absentă sau ege A 
ŞI cînd există, nu este însoţită de cazeificare, Procesul inflama- 
tor, la început cu caracter exsudativ, devine cu timpul de tip 


poduoliv, o cazieiticări orasidi e, dite f ; 
2 tw, cu cazieiticări coexistînd cu fibroze și scleroze, și 
„tuberculoză de organ” al 


ziuni 
are latente preexis- 
istenței generale nespecifice 


îmb acă aspectul caracteristice de 
ttiziei. Reacţia alergică este moderată, Diseminările se produce 
extrem de rar (perioada preterminală ; abeedarea unui focar 
sazeos într-un vas). La indivizii în epoca pubertară, reactiva- 
rea unei asemenea metastaze se poate produce foarte curind 
după instalarea complexului primar, aşa încît focarul tertiar 
poate coexista cu cel primar încă neresorbit, dind bolii aspectul 
caracteristic „ftiziei pubertare” a lui Aschoff. În cadrul perioadei 
terțiare sînt cuprinse și unele infiltrate, cu apariţie precoce şi 
evoluție favorabilă, localizate de regulă infraclavicular, dar 
fără conexiuni cu hilul, descrise de Assmann şi Redeker ca 
foarte caracteristice pentru această perioadă. 

Ulterior, sinteza evoluţiei procesului tuberculos, propusă 
de Ranke, a suferit unele modificări, care au corectat cadrul 
prea rigid şi schematic al acestei scheme. Dar, în succesiunea 
etapelor morfopatologice, în funcţie de reactivitatea imuno- 
biologică a organismului, ea şi-a păstrat din valabilitate, în 
liniile ei mari, pînă astăzi. 

Şcoala sovietică (Hmelnițki, Ivanova) au arătat că punctul 
de plecare al diseminărilor perioadei secundare trebuie căutat 
în adenopatia satelită, adevărata sursă de propagare a infecției. 
Adeseori, tuberculoza secundară își are originea în efracţiunea 
materialului cazeos ganglionar în bronhii şi apoi în alveole 
(Abrikosov, Schwartz). E 

Astăzi, în clinica ftiziologică, tubereuloza-boală este soco- 
tită ca încadrîndu-se în numai două mari perioade, şi anume : 

a) perioada primară, corespunzătoare” primelor două stadii 
din schema lui Ranke, este determinată de primoinfecție şi 
caracterizează, în general, tuberculoza copilului, a ege Sin 
tului ai cu mult mai rar pe cea a adultului ; din ies) e Ma tata 
imunobiologie, se caracterizează prin predominanța react 
de hipersensibilitate alergică ; y deeg 

b) perioada secundară corespunde, în Li ct nt it 8 
melor de ftizie a adultului : tuberculoza pul ? 
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se instalează la adulţii alergici după vindecar 
ŞI este caracterizată prin predominanța comp 
asupra celei de hipersensibilitate alergică. 

i ntre formele clinice, care sint cuprinse în perioada primară 
(primoinfecțiile oculte sau cele manifeste : tifobaciloza, erite- 
mul nodos sau polimorf, conjunctivita flictenulară, complexul 
primar ganglio-pulmonar simplu sau extensiv, cu complica- 
tiile sale redutabile, primoinfecțiile tardive maligne etc.) şi 
cele caracteristice perioadei secundare (ftizia cu tot cortegiul 
ei de forme, metastaze şi complicaţii) se situează unele forme 
mixte, în general cu caracter acut (tuberculozele cazeoase ca 
şi cele diseminate acute, meningita tuberculoasă, pleureziile 
şi peritonitele bacilare, etc.). 

Din păcate, sîntem încă foarte departe de a putea aprecia 
în ce măsură diferiţii factori legaţi de imunobiologia gazdei, pe de 
o parte, și de calităţile patogene ale germenului, pe de alta, 
determină fiecare dintre nenumăratele forme clinice pe care 
le poate îmbrăca infecția. În ce priveşte originea tuberculozei 
adultului, ea este considerată de unii ca rezultatul unei reac- 
tivări tardive a unui focar latent rămas de la primoinfecție : 
reinfecție endogenă, iar de alţii ca efect al unor suprainfecții 
repetate și frecvente, contractate din afară : reinfecție exogenă. 
Ambele presupuneri se pot susține cu argumente la fel de vala- 
bile, ceea ce arată că ele corespund unor realităţi. Dar, în majo- 
ritatea cazurilor, cercetări amănunțite au arătat că tubercu- 
loza-boală, la vîrsta adultă, reprezintă de fapt rezultatul tardiv 
al unei reinfecții endogene, survenite într-un moment în care 
potențialul imunitar al organismului trece printr-o perioadă 
de declin. 


ea primoinfecției 
onentei imunitare 
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PROFILAXIA SPECIFICĂ A 
INFECȚIEI BACILARE. VAC- 
CINAREA  ANTITUBERCU- 


LOASĂ 


Îndată după descoperirea bacilului tuberculos, numeroşi 
cercetători au căutat ca, aplicînd procedeele pastoriene de 
vaccinare (prin atenuarea bacteriilor sau a produselor acestora), 
să obțină o protecție activă împotriva tuberculozei. Aceste 
incercari se sprijineau mai ales pe semnificaţia atribuită feno- 
menului Koch în mecanismul imunităţii antituberculoase : 
intoleranța organismului infectat față de noi reinfecţii. 

Astfel, s-au cercetat nenumărate procedee și metode suscep- 
tibile să ducă la obţinerea unui vaccin eficace, printre care sînt 
de menţionat : 

— tuberoulina şi alte extracte bacilare ; 

— bacili omorîţi sau atenuaţi prin diferiţi agenţi fizici şi 
chimici (căldură, ultraviolete, numeroase substanţe chimice, 
enzime etc.) ; 

— emulsii de ganglioni tuberculoși ; 

— bacilii vii de tip aviar sau proveniţi de la animale cu 
sînge rece; 

— bacilii vii de tip uman sau bovin, atenuaţi sau virulenţi. 

Cu excepţia acestuia din urmă, toate procedeele încercate 
au dus la rezultate nesatisfăcătoare. În adevăr, numeroase 
experienţe au arătat că singuri bacilii vii, dar cu o virulență 
suficient de redusă pentru a fi toleraţi de organism, fără a 
provoca leziuni destructive şi extensive, pot conferi SE: 
o stare de rezistenţă semnificativă față de infecţiunea viru enta. 


Dar obținerea unei tulpini care să posede aceste calităţi, a 


rămas multă vreme irealizabilă. în 1902, o serie de cercetători 


(Matueci, Behring, Römer, Ruppel) au reuşit, pentru prima 
oară, să confere bovideelor o rezister 1 
infectia virulentă cu bacili bovini virulenți, 
lor în prealabil, pe ca 


ență apreciabilă față de 
prin injectarea 


le intravenoasă, cu bacili tuberculoşi de 
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tip uman, Dar, protecţia asttel conferită 
inconstantă și de scurtă durată, 
sub numele de bovovaceinare sai 
demonstrat , pentru prima oară, posibilitatea reală a unei 
vaccinări efect ive impotriva tuberculozei. Ex periente asemă- 
nătoare au fost efectuate, cu avantajele gi inconvenientele 
bovovaccinării lui Behring, de numeroşi autori pe animale 
(Koch, Schultz, Neufeld şi Miessner, Ailoing ; Vallée nit 
autori japonezi ete.) şi chiar pe om (Selter). Riscu K 
lizări prin diseminare, oricînd posibilă, a bacililor 
a tăcut insă ca metoda să nu poată fi acceptată ca metodă 
curentă de vaccinare în practică. Se impunea deci găsită o tul- 
pină de bacili ai tuberculozei care să prezinte în același timp 
o putere protectoare înaltă şi o putere patogenă redusă la mini- 
mum sau chiar inexistentă. Este meritul lui A. Calmette ai 
C. Guérin de a fi reuşit să obţină, prin artificii experimentale, 
o asemenea tulpină, cunoscută sub numele de vaccinul B.0.G 
(bacili Calmette-Gusrin) (fig. 30 St, 31). 

Tulpina inițială virulentă, de la care au plecat aceşti 
autori, a fost o tulpină bovină, izolată de Nocard la Alfort, 
din laptele unei vaci tuberculoase (souche lait N ocard) și care 
a fost cultivată, timp de 13 ani, pe mediu cu cartofi biliaţi 
glicerinaţi 5%. Bila este, cum se ştie, o substanţă foarte alcalină 
şi bogată în lipide, pe cari autorii au folosit-o, la început, în 
scopul obţinerii unei emulsii bacilare omogene, fără să presu- 
pună că ar putea avea proprietatea de atenuare a virulenţei. 
Dar, pe măsură ce creştea numărul trecerilor în serie pe mediul 
biliat — treceri care se făceau din două în două săptămîni — 
s-a constatat cu surprindere o scădere progresivă a virulenții, 
aşa încît tulpina, care la început omora cobaiul de 400 g în 
60 de zile, cu doza de 0,0001 mg, după patru ani de treceri 
neîntrerupte ajunsese avirulentă pentru cobai și bovidee şi 
mai păstra o virulență moderată pentru iepure şi cal. La 13 ani 
de la însămînțare, şi după 230 de treceri neîntrerupte pe e artofi 
biliați, tulpina devenise total avirulentă pentru mamifere 
(bovidee, cal, oaie, capră, iepure, ciine, cobai, Pean, T 
şi pentru păsările domestice (găină, E SS îo HORE 
timp, caracterele biochimice ale tulpinei nu au suferi REI 1 > n 
semnificative. Mecanismul prin care bila a determinat RENN 
riția virulenței, nu este încă cunoscut; pare că nu ERN Gë 
vorba de o' mutație bruscă, ci mai probabil de un proces 


selecție treptată, cu eliminarea variantelor S virulente şi păs- 


0 ta S-a arătat relativ 
Lotuși, metoda, cunoscută, 
L Jennerizarea bovideelor, a 


l unei genera- 
„Văecinanţi” 
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trarea acelor: i 
Ge Ra a R avirulente (7), sau de 
ePslă ap Të rau 
äi wd, care condiționează calitățile i 
CR Bacilii B.O.G. nëstaegan ` Ju Mile de patogenitate 
» Păstrează aceleaşi proprietăţi morfologie 


Şi tinctoriale (acidorezi A 
le (acidorezistență), ca si germenii de origir [i 
/ 9 19 le, ul 


o modificare metabolică 


Fig. 30. — Tulpina vaccinantă B.C.G. (cultură de 3 
săptămîni pe cartof cu Sauton) (orig.). 


ce remarcabile, în ce priveşte capa- 
citatea de a incita elaborarea de anticorpi seriei specifici în 
titru ridicat, la animalele injectate, şi pot servi ca un bun anti- 
gen fixator pentru reacțiile de deviere a complementului în 
prezenţa serurilor specifice. Sint buni producători de tubereu- 
lină și conteră animalului nou o intensi sensibilizare alergică. 


posedă proprietăți antigeni 
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l. Micile modifică; 


ini B.C.G. prezintă o 
) 4 -0 numeroase experi- 
rı de virulență reziduală, 


Fig. 31. — Albert Calmette (1863—1933). 


constatate de unii autori, sînt datorite con 


diţiilor variate de 


întreţinere în cultură (medii diferite) şi nu prezintă vreo impor- 


tanță practică. Intreţ 


ton, şi nu numai 
tetic nu conține 
furnizează cartofu 


inerea tulpinii se face pe e 


pe Sauton simplu, fiindcă acest 
toţi factorii de creștere necesari, 


]. Pe mediul său de elecţie 


(car 


artof cu Sau- 


mediu sin- 
pe care îi 
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Ei VU OO) U. a 
e 


prezintă, o 
oase experi- 
ță reziduală, 


Fig. 31. — Albert Calmette (1863—1933). 


constatate de unii autori, sînt datorite condiţiilor variate de 
întreţinere în cultură (medii diferite) şi nu prezintă vreo impor- 
tanță practică. Intreţinerea tulpinii se face pe cartof cu Sau- 
ton, și nu numai pe Sauton simplu, fiindcă acest mediu sin- 
tetic nu conţine toți factorii de crestere necesari, pe care îi 
furnizează cartoful. Pe mediul său de elecţie (cartoful biliat 
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ŞI glicerinat), B.O0.G.-ul se dezvoltă sub formă de colonii ] 
cloase, uşor emulsionabile în solutie salină fiziologi e SE KÉ 
trecute din nou pe mediile obisnuite reca (Eeer, 
iniţial, DDIR j apătă aspectul lor 
219. | pi ; "STT, P e 
EN e TR 18 animal (cobai, iepure) a fost 
A, a experimental, pe toate căile de administrare posibile ; 
injectat în doze mergînd pînă la 1—5 mg, nu determină leziuni 
specifice. În doze mai mari (5—20 mg), pe cale subcutană 
(cobai), poate determina formarea unui abces rece, fără parti- 
cipare ganglionară, care se vindecă spontan. Pe cale intrape- 
ritoneală, determină leziuni nodulare cu caracter regresiv în 
epiploon, care nu pot fi reinoculate. Căile intravenoasă san 
intracardiacă duc la o hipertrofie reversibilă a sistemului lim- 
fatic. La iepure, pe cale intravenoasă, dozele mari (15—20 mg) 
determină apariția, în plămîni, de foliculi specifici, cu celule 
gigante şi epitelioide, care regresează treptat, pînă la dispariția 
totală. Bovideele tuberculino-negative tolerează perfect doze 
mari (50 —100 mg), pe cale subcutană sau venoasă; de ase- 
menea animalele domestice, ca şi maimutțele antropoide. La 
om, o doză de 1 mg B.C.G., administrată subcutan, nu deter- 
minà nici o reacție, în afara unui mic abces rece, la locul de 
inoculare. Aceste prime constatări au fost confirmate de un 
mare număr de controale experimentale ulterioare, care au 
permis să se tragă concluzia că: 1) vaccinul B.C.G. nu gene- 
rează în organism leziuni cu caracter evolutiv şi 2) prin treceri 
succesive prin animal, nu se constată nici un indiciu de recîş- 
tigare a virulenţei inițiale a tulpinii. Ca urmare, înocuitatea 
vaccinului B.C.G. a fost recunoscută oficial, mai întîi de către 
Conferinţa de B.C.G. din 1928 de la Paris, apoi de Academia 
de medicină, din Paris, în 1931, şi, recent, de Primul congres 
internațional de B.C.G., din 1948. Accidentele şi complicațiile 
administrării vaccinului la om sînt practic neglijabile, prin 
raritatea şi benignitalea lor. Acestea se reduc, la copilul mic, 
la reacţii ganglionare de vecinătate, care afectează ganglionii 
submaxilari și cervicali după administrarea pe cale bucală, 
a celor axilari după vaccinarea la braţ, şi a celor inguinali 
după vaccinarea la nivelul coapsei. Ele apar cam la 4—10 
luni de la vaccinare, fără vreo moditicare a stării generale 
a copilului. £ 
Bficacitatea vaccinului, în ce priveşte puterea lui Beäué? 
tivă față de infecția virulentă, a fost dovedită în mod indiseu- 


tabil, atât pe animalele de laborator, cât şi la om. 
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wb ba bal git de laborator, s-a arătat pe iepure că injectia 
intravenoasă a unei doze de 15—20 mg protejează acest | JEC 
faţă de o infecţie virulentă-mortală, după a GE 
entru martori (netrataţi). Stare: e Geen A (7 de zile, 
Beete să, scadă E ehia ao ener de astiel conferită, 

E Ca SIE at, pă şase luni, lepurii foarte tineri 
(15 —20 de zile) pot fi vaccinaţi efectiv pe cale orală, prin 
ingerarea în doze fractionate (5—10 doze în 24 de ore), R gue 
cantități de 20 mg B.U.G. ; ei rezistă, astfel, unei infectări 
virulente cu bacili bovini, practicată cu o doză infectantă de 
1 mg bacili, la 3 luni de la vaccinare. O rezistență de acelagi 
ordin se poate conferi şi la cobai. Imunitatea astfel dobindită 
începe să scadă, ca şi la iepure, după şase luni de la vaccinare. 
În general, administrarea repetată de mici doze fractionate 
s-a arătat mai eficace decit aceea a unei doze unice masive. 
La maimuțe, vaccinarea orală sau pe cale subcutană prote- 
jează animalele, extrem de sensibile la tuberculoză, de conta- 
minarea prin coabitarea cu animale infectate. O protecţie 
remarcabilă în condiții de infectare asemănătoare se obţine 
şi la bovidee, ceea ce arată valoarea vaccinului B.0.G. în pro- 
filazia tuberculozei bovine. 

Dar rezultatele cele mai preţioase au fost obținute în 
practica vaceinărilor preventive (premuniția) a copilului mie. 
După cum se ştie, la acesta tuberculoza este întotdeauna cu 
mult mai gravă decît la copilul mare sau la adult, iar posibi- 
lităţile de contaminare directă de la mamă sau de la persoanele 
care-l îngrijesc sînt foarte mari. 

Primele încercări de vaccinare la aceşti copii au fost făcute 
în 1921, la familiile cu copii născuți din mame tubereuloase 
cu leziuni deschise şi a căror îmbolnăvire ulterioară apare 
inevitabilă. Aplicarea vaccinului a fost încercată, spre compa- 
rație, pe mai multe căi de administrare : 

1) Calea orală a fost cea dintîi încercată (Calmette şi 
Guérin, Weil-Hallé și Turpin), dată fiind simplicitatea admi- 
nistrării la copilul mic, absența complicațiiior şi faptul că, în 
primele săptămini de la naştere, mucoasa intestinală este per- 
meabilă pentru germeni. La început, se administra pe această 
cale, în primele trei zile după naştere, trei doze de câte 1 ctg 
vaccin, la două zile interval, şi apoi se practica revaceinarea 
la 1, 3, 5, 7 p10 ani, Mai tîrziu, revaecinarea a tost tăcută numai 
la cei cu reacţia negativă la vubereulină, In general, Wéi ch 
alergice pozitive, obţinute prin această metodă, E ati 
reduse (cam 30% din cazuri), ceea ce a tăcut ca mulţi prac 
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cieni Să considere administrarea bucală puțin eficace sau chi 
lipsită de eficacitate. Totusi statisticile au arăt Bauen 
determină o scădere importantă mt ba igo 

"THU © scădere importantă (de cinci 
mortalității prin tuberculoză la 
nevaceinaţi, 

Recent, De Assis (B azilia) a arătat că administrarea pe 
ale bucală a B.0.G.-ului devine foarte eficientă dacă : 

— vaccinul este administrat printr-o singură doză masivá 
(de 100 mg la copilul pînă la 6 luni ai de 200 mg la cel de peste 
6 luni) ; în acest mod, reacţia la tuberculină se pozitivează în 
peste 98 % din cazuri ; 

Fe ecinarea se face concomitent cu expunerea copiilor 
la infecție, realizîndu-se ceea ce el a numit o vaccinare conen- 
reniă iterativă. Nou-näscuții ingerează vaccinul proaspăt în 
şase reprize lunar (100 mg B.0.G.), iar cei mai mari, la fiecare 
15 zile, cu aceleaşi doze). 

Majoritatea celor care au încercat metoda braziliană arată 
că practicarea ei duce la o desensibilizare tuberculinică netă 
a vaccinaților, concomitent cu o rezistență mărită, care se 
traduce printr-o evoluție favorabilă a bolii. 

2) Calea subcutanată este puțin folosită, din cauza reac- 
țiilor locale, adesea supărătoare, pe care le provoacă (noduli 
ramoliți şi formare de abcese reci). Cu doze convenabile (1 : 50 — 
— 1:100 dintr-un mg), cutireactļia se pozitivează în proportie 
de 70% după 5—6 săptămîni de la administrare. Metoda a fost, 
aplicată pe scară mai largă de autorii norvegieni (Heimbeck, 
Schell), cu bune rezultate. Get ] 

3) Calea intradermică este prețioasă prin precizia ei, 
întrucît permite o dozare exactă a cantității de vaccin adminis- 
trat. Acesta se injectează strict în derm, cu o siringă de tuber- 
culină, în doza de 0,1 ml dintr-o emulsie care conține 0,25— 
— 0,50 mg/ml, în 1—2 injecții. Reacția vaccinală locală se 
traduce prin apariția unui mic nodul, care se resoarbe după 
cîteva săptămîni şi numai rareori ajunge la abces sau necroză. 
Procentul de pozitivări ale reacției la tuberculină este cadet 
ridicat (peste 95%), iar gradul de rezistență cîştigată Ro A 
infecţie, apreciat pe criterii statistice, este foarte Somni ìcatìv. 

4) Calea transcutană (Sol Roy Rosenthal, Toso EH 
de elecție pentru vaccinare, întrucât prezintă o eficienţă ma) > 


fără inconvenientele reacţiilor locale date de folosirea căilor 


de administrare indicate mai sus. 
înțeparea dermului cu ajutorul unor 


că metoda, 
ori mai mică) a 
vaceinaţi, în raport cu cei 


Efectuarea ci constă în 
ace şi aplicarea, la nivelul 
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înțepăturilor, a emulsiei vaccinale, care 
derm. Operația se practică, de regulă, 
zitiv special (fig. 32 şi 33) care produce automat 20—30 de 
înțepături, graţie unui mecanism declanșator asemănător ace- 
luia dintr-un ac Franke (fig. 34), Adineimea înțepăturilor, care 
se poate regla şi fixa în prealabil la aparat, trebuie să fie de 
2—3 mm, Platoul cu ace fiind detaşabil (fig. 35), acestea se 
pot curăța şi steriliza cu uşurinţă înainte de întrebuințare. 
Vaccinul se aplică pe faţa anterioară a coapsei sau pe cea externă 
a regiunii deltoidiene a braţului, curățită şi dezinfectată în 
prealabil cu un amestec, în părți egale, de alcool și eter. Fiola 
cu suspensia vaceinală se agită energic pentru omogenizare 
şi se depun pe piele 5—7 picături, în așa fel încît să fie acoperită 
aria platoului cu ace, după care se aplică aparatul. Prin declan- 
şarea acestuia, acele străbat prin stratul de vaccin în derm, 
provocind apariţia unei mici cantităţi de serozitate sangui- 
nolentă. Vaccinul este lăsat apoi 15—20 de minute, spre a fi 
absorbit în organism, la nivelul înțepăturilor. Metoda este 
nedureroasă, nu provoacă supuraţii superficiale și nici een? 
patii. Reacţiile vaccinale la locul de administrare (planga Sa Fe 
III) apar în medie după 7—15 zile, uneori A e Gëtzen 
(4—6 săptămîni), sub forma unor mici noduli Sa aia 
uneori papuloși, rareori ca mici abcese sau ee Gees 
la regresiune și cicatrizare după citeva săptămini” See? 
Dacă individul vaccinat a fost alergie, SE E gor 
SE EE be Geneck or 
poa ae), Cage Li SEN SE ii cu alergie înfra- 
reacţii de focar. Ele apar mai ales la in Ee 
berculinică, la care reacţiile cu tulberculină după Käerz 
SE au fost negative, deşi ean pare cr aa 
reacţia vaccinală nu apare după 6 săptămini, 
>] ` L et: . z ES E dee, 
` Beton punerea în evidenţă a alergiilor Die 
se recomandă practicarea SEN Ee aE me en 
vedt), care constă în injectarea intraderi rintr-o picătură de 
acticarea unei înţepături pr AFI atu dn sat bei 
B.C.G. (sau pr A 4 y în caz de reactie pozitiv ă, la loc U 
vaccin omorît prin EEN ` wn mio „fenomen Koch” (reacție 
infecției apare, după 3—5 her? existența unei sensibilizări aler- 
ulcero-necrotică), care tra 
gice a organismului, 4 propusă şi practicată (Weil-Halle, 
ve ZS EE de soarifioații cutanate, care constà 
Nègre gi Brete OI 


pătrunde astfel în 
cu ajutorul unui dispo- 
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Fig. 32. — Aparatul de vaccinat cu 

B. C. G. sistem Bălteanu-Toma-Gara- 

guli (metoda „înţepăturilor multi- 
ple”). (orig.). 


Fig. 33, — Schema „aparatului de 
vaceinat sistem Bălteanu-Toma-Gara- 
guli. 
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ie dien pe pielea braţului a 5—10 picături de vaccin 
A ` (5 mg/ml) ; prin grosimea picăturilor se practică, CH 
A 4 P sps DÉI ` : 
vaceinostil, 3—4 scarificaţii superficiale de cîte 3—5 em 


Fig. 34.— Trusă romînească pentru vaccinarea în serie cu B.C.G. : 
aparatul B.T.G. şi platourile cu ace (sterilizate în prealabil) (orig.). 


lungime. Scarificaţiile trebuie să aibă o profunzime suficientă 
spre a apare la suprafață o mică serozitate. După 15—20 de 
minute, se acoperă regiunea cu o compresă sterilă sau cu celofan. 
Reacția apare după 15—30 de zile, sub forma unor foliculi 
dispuşi de-a lungul scarificațiilor, care adesea confluează ; 
ea nu este însoțită de adenopatii, iar pielea îşi reia aspectul 
normal ai suplu după 2—6 luni. Alergia se instalează într-o 
proporție de 100% din cazuri, dacă vaccinul a fost suficient 
de proaspăt. 

5) Calea perorală cu doze mari de vaccin se practică astăzi 
numai la nou-născuţi, fără testare tuberculinică prealabilă. La 
noi se folosește vaccinul livrat de Institutul Cantacuzino, 
în flaconaşe a 3 ml suspensie vaceinantă, conținînd cîte 120 mg 
corpi bacilari B.0.G. (doză de vaccin aplicabilă pentru o dată). 
Vaccinarea completă comportă ingerarea a trei doze, adminis- 
trate după următoarea schemă : 
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— 0 primă ză (|: j 
ligara s z a “pa ip se administrează per os (cu 
i le 6—14 zile de la naştere, indif 
BEE ECH, € de la naștere, indiferent de 
vaye. Dupa ingestie, se dau copilului câteva 


Fig. 35.— Reacţii vaceinale la B.C.G. (13 zile după vaccinare). 


lingurite de ceai sau lapte (pentru antrenarea germenilor 
rămași pe cavitatea buco-faringiană;) ; 

— a doua doză (tot 120 mg) se administrează în mod 
analog, la două săptămîni după cea dintii; 

— a treia doză (tot 120 mg) se administrează după trei 
luni de la naştere. 

În general, alergia postvaccinală, tradusă prin pozitivarea 
reacției la tuberculină, apare de obicei cam la 1—3 luni după 
vaccinare, în unele cazuri chiar după 6 luni. Această poziti- 
vare, cunoscută sub numele de viraj tubereulinie, este de regulă 
mai puţin intensă decit cea dată de o intecţiune virulentă. 
Ea poate fi depistată cel mai bine prin testul Mantouw, folosind 


De " Aen e Anen E deg, a 
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d a TA (CH d d Ai i dh 
concentrații croseinde de tubereulină, variind intre 1 + 1000 000 


şi 1: 100. Rencţiile foarte inte iuti $ 
bc, eng iilo foarte intense la diluții foarte mari (exe 
plu : reacţie necrotică la diluția 1 : 1.000.000), indică + ie? 
întotdeauna un contact bacilar vir UC ON aproape 
o A Wat N AA acilar virulent, Intensitatea alergiei 
conferită prin vaceinare depinde în largă măsură, de e, erglei 
fand d ; a pinde în largă măsură de calea d 
administrare a vaccinului. Astfel, alergii o Mt baba 
` i OT - ' KULOL, d ergiile cele mai intense se 
obtin DG e injectarea intradermică, iar cele mai slabe pe e le 
Peroral A CD 1 k ` ie gt P ` ` Se > Cale 
i S ă (cu excepţia dozelor masive, după metoda braziliană) 
lu afară de doză, gradul de alergizare mai este în funcţie. și 
de alţi factori, ca : viabilitatea celulelor bacilare care « md 
NEE d KEN jatea celulelor acilare care compun 
de ul, gradul de absorbţie cantitativă a acestuia, reactivi- 
tatea individuală, etc. sic 

Te > ` LA D ` d 

Vaccinarea se practică în mod obligatoriu la toți nou- 
născuţii. De asemenea, se vor vaccina și toţi copiii de virstă 
preşcolară şi şcolară, ca Și adolescenţii şi adulții tineri găsiți 
3 reacția la tuberculină negativă (anergici). Se vor amina 

e la vaccinare nou-născuții prematuri, distroficii, cei cu icterul 
nou-născuților or suferind de alte maladii intercurente, pină 
la completa restabilire a sănătății lor. Vaccinarea cu B.0.G. 
nu se va face concomitent cu alte vaccinări, ci la distanță de 
cel puţin o lună de la acestea. 

Rezistenţa conferită de vaccinul B.0.G. față de infecția 
tuberculoasă virulentă, deşi indiscutabilă, este relativă şi 
trecătoare. Ea poate conferi o protecţie efectivă, în marea 
majoritate a cazurilor de infecţii virulente fortuite şi pauciba- 
cilare, dar se arată adeseori insuficientă faţă de infecțiile masive 
şi repetate. Se consideră că starea de rezistență durează atita 
vreme cât în organism mai persistă corpi microbieni de B.C.G. 
în stare vie, care induc acestuia așa-numita premuniţie (Cal- 
mette). Studiile statistice au arătat, fără urmă de îndoială, 
că grație acestei premuniții morbiditaitea, şi în special morta- 
litatea prin tuberculoză în lume, au suferit, o dată cu aplicarea 
B.C.G-ului pe scară largă, o reducere considerabilă. Frecvența 
şi gravitatea infecțiilor bacilare primare, care constituiau un 
adevărat flagel, au fost considerabil influențate. De asemenea, 
a fost influențat în sens favorabil şi pronosticul îndepărtat 
al primoinfecțiilor, în ce privește riscurile de apariţie a îtiziilor 
la vîrsta adultă. 

În țara noastră, vaccinul B.0.G. a tost introdus de pro- 
țesorul Ion Cantacuzino, în anul 1926. Tulpina inițială, pro- 
` venită din laboratorul lui Calmette de la Institutul Pasteur 
din Paris, a servit pentru prepararea vaccinului în ţară, într-un 
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a Special amenajat din Institutul Cantacuzino din Bucu- 
ei l. Primele vaccinări s-au făcut în Capitală, și împrejurimi 
olosindu-se calea orală, după metoda, originală a lui Calmette 


Începînd din 1928, vaceinările în masă s-au extins şi în alte 


oraşe din ţară, dar aplicarea lor a fost simtitor redusă în timpul 
celui „de al doilea război mondial (1941 — 1945) pentru ca 
îndată după război, și în special din 1948, să fie reluate ik 
proporţii foarte vaste, pe întreg cuprinsul tării după un plan 
bine sistematizat. fa 


iit EO vaccinul ECK, se prepară și se livrează de Insti- 
utul Cantacuzino sub două forme : lichidă şi liofilizat (fi 
36 A oDi și liofilizată (fig. 


Vaccinul B.C.G. lichid se prepară din tulpina originală de la Institutul 
Pasteur, întreținută în laborator prin treceri regulate, la interval de 21 de zile, 
pe cartof cu Sauton (în timpul verii făcîndu-se şi trei treceri succesive pe cartof 
biliat). Antigenicitatea şi nepatogenicitatea tulpinii se controlează pe cobai, 
pentru fiecare generaţie culturală folosită. Din vălurile obţinute pe tuburile cu 
cartof, se însămînţează balonașe cu Sauton, din care, după o incubație de 8—14 
zile (cînd s-a format un văl fin), se fac treceri pe baloanele (cu mediu Sauton) ce 
vor servi la recolta vaccinului. După o incubație de 11—15 zile, culturile cele 
mai bine dezvoltate se filtrează prin piîlnii de metal speciale, iar corpii micro- 
bieni obținuți pe filtru, după spălare cu Sauton, sînt introduși în baloane (1—21, 
prevăzute cu perle de sticlă şlefuite si tarate, în care sînt omogenizați prin agitare. 
După omogenizare, corpii microbieni se suspendă în Sauton, în proporție de 40 g 
corpi la litrul de mediu. Suspensia vaccinată obținută, care titrează deci 40 mg/ml 
corpi B.C.G., se sifonează în baloane mari (5—6 1), care se păstrează la ghețar 
(+4°C), pînă în momentul fiolării. Înainte de a fi livrate, atît sifoanele cît şi 
fiolele sînt controlate minuțios în ce priveşte : sterilitatea, densitatea bacilară, 
puritatea şi inocuitatea suspensiei vaccinale pe care o conțin. 

Vaccinul se livrează în fiole a 1 ml și 2 ml pentru aplicare percutană, 
şi în flaconaşe a 3 ml pentru aplicarea perorală. Conţinutul acestora este tulbure, 
uniform, alb lăptos şi sedimentează uşor (fiolele trebuind bine agitate înainte de 
întrebuințare). Păstrat la întuneric și la răcoare (între +4 şi +15°C), valabilitatea 
vaccinului este de 14 zile şi este indicată pe fiecare fiolă sau flaconaş. 

Vaccinul B.C.G. liofilizat este o suspensie de bacili B.C.G. în zaharoză- 
gelatină, congelată şi uscată. El se prepară în mod analog cu cel lichid, cu deose- 
birea că, după omogenizarea culturii (spălată în prealabil cu Sauton neglicerinat), 
aceasta este suspendată într-un amestec „stabilizator” format din 10% zaharoză 
cu 1% gelatină, concentraţia corpilor microbieni în acest amestec fiind de 200 
mg/ml. Suspensia vaceinantă rezultată se repartizează în fiole speciale (a 6 ml), 
în cantitate de 0,6—1,0 ml (3—5 doze), care prin solvare în momentul LA ka 
țării (în 3—5 ml soluţie salină fiziologică), revine la concentraţia utilă E Sa 
mg/ml. După repartizare, vaccinul este liofilizat într-un aparat special (fig. II Ee 

ul liofilizării constind din congelarea bruscă (la —45°C), timp de 30 de 
iei tă de sublimarea în vid-timp de 9—12 ore (pină la obținerea unei 
D rezlduale” de 0,5—2,5 mg%) și apoi de închiderea fiolelor sub vid. 
E iul de eficacitate al vaccinului B.C.G. liofilizat este de şase luni de la data 
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La noi în tară apoiaron n 3 ` 

ti e We J țară, vaccinare d CU B.O G, Că măsură, profilac- 

Acă impotriva tuberculozei, este astăzi obligatorie. Ba « 

practică sistematic la toţi T EZA 


| nou-născuții, între a 6 
zi de la naştere, fără testarea prealabilă a re 
lină (numai în cazuri excepționale vaccinare 
pînă la trei luni). În familiile cu contacți 
se practică în primele două săptămîni de 1 
dîndu-se ca, pînă la instalarea, alergiei (6—8 săptămîni), copilul 
să fie ferit de orice contact bacilar, La copii de peste trei luni 
a şi la preşcolari, şcolari, adolescenţi şi adulți, vaccinarea cu 
B.0.G, se efectuează numai în cazurile în care reacţia la tuber- 
culină este negativă (anergie). Revaceinarea se practică, perio- 
die la toţi anergicii (adică : jumătate de an, apoi 3—4 ani, 
T ani, 12 ani şi 16—18 ani), în special la personalul sanitar, 
ucenici, studenţi, recruți, adulţi din fabrici şi uzine ete. Con- 
traindieaţiile vaccinării cu B.C.G. privesc cazurile de boli 
acute febrile, convalescența după boli infecto-contagioase, 
bolile pielii, imaturitatea (pînă la reluarea creșterii normale), 
tulburările digestive (în cazul administrării perorale). Admi- 
nistrarea vaccinului se face fie pe cale percutană (metoda „„înțe- 
păturilor multiple”), fie prin scarificaţii liniare, fie în sfîrşit 
per oral (cu doze mari). Primele două metode se vor practica 
după tehnica descrisă mái înainte. 


Rezultatele obținute pe scară mondială prin aplicarea vacci- 
nării cu B.C.G. în lupta împotriva tuberculozei au fost recu- 
noscute oficial, în rezoluțiile adoptate de -Primul congres 
internațional de B.0.G., ţinut la Paris în 1948, în care s-a 
hotărît că ; . À A 

1) înocuitatea vaccinului B.C.G. trebuie considerată „ca 
absolut sigură, aşa cum a demonstrat-o administrarea lui fără 
incidente, la zeci de milioane de oameni, în toată lumea ; 

2) vaccinarea cu POD. reprezintă, pînă în momentul 
de față, arma cea mai eficace pentru profilaxia infecției tuber- 
GE tulpină B.C.G., care prezintă toate garanţiile spre a fi 
folosită în vaccinarea umană, este aceea originară de la Insti- 
f in Paris ; KA 3 
pea A tulpină este E încît i se păs- 
; i italitatea şi fixitatea ; i N a 
Ga? sarpe de KEANE a vaccinului se e ie bii 
fiind satisfăcătoare dacă determină apariția netă şi p 


sensibilizării alergice ; 


-a și a 30-a 
acției la tmbereu- 
a se poate prelungi 
de tuberculoză, ea 
a naștere, recoman- 
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6) calea de elecție imă pentru vaccina 
nată E Vaida ei pie pentru vaccinare este cea cuta- 

lei ` d 

 vl calea bucală de administ 
prin marile avantaje ce le- 
practic ; 

a eet EE copiii prescolari, şcolarii, adolescenţii 
l anergici, în special dintre acei care trăiesc în mediu 
contaminat ; 

9) pierderea alergiei celor vaccinați indică necesitatea 
revaceinării Jor: 

10) răspîndirea în lumea întreagă a vaceinării en B.C.G. 
împotriva tuberculozei este recomandată a se face pe o scară, 
cît mai largă cu putință; 

_ 11) concomitent cu vaccinarea B.C.G., trebuie puse în 
aplicare şi toate celelalte măsuri profilactice, recunoscute ca 
eficiente în lupta împotriva tuberculozei. 

Mecanismul rezistenţei pe care starea de premumiție o 
conferă față de infecția virulentă graţie vaccinării, nu este 
încă perfect lămurit. Se pare că el ar consta în eliberarea, în 
organismul vaccinat, a unor „factori imunizanți sau protectori”, 
puşi în libertate fie prin dezintegrarea corpilor bacilari, fie 
ca rezultat al metabolismului acestora in vivo, fie, în sfirşit 
ca rezultat al interacțiunilor metabolice reciproce dintre ger- 
menii vii introduşi în organism şi țesuturile acestuia. Sub 
acţiunea lor, în organism se petrec următoarele fenomene 
imunologice : 

— o blocare a bacililor virulenţi de suprainfecţie exogenă 
la poarta de intrare ; 

— distrugerea acestora prin fagocitoză pe de o parte și, 
graţie puterii bactericide a umorilor şi țesuturilor gazdei para- 
zitate, pe de alta; ; 

— digestia (bacteriopepxia) bacililor de suprainfecție, grație 
în special activității lipazice crescute din sînge. RA 

Întrucît practica a arătat că imunitatea conferită de 
B.C.G. este relativă, apreciabilă numai pe criterii statistice 
şi depinzînd în largă măsură de factori susceptibili at och 
variaţii (terenul individual, numărul și viabilitatea celulelor 
bacteriene, starea lor fiziologică în momentul vaccinării Sak 
unii cercetători au căutat să obţină vaccinuri nol, aaa 
mai active decît B.0.G.-ul. Astfel, în 1937, Wells a ein 
de la un rozător care trăieşte în Anglia, foarte asemănător 


are este de luat în consideraţie, 
ar prezenta din punct de vedere 
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x, popindăul (Miorotus agrestis), un bacil aci j 
provoacă acestui animal o maladie spo | _acidorezistent care 
mănătoare celor de tuberculoză A spontană cu leziuni age- 
de tip murin (Mycobaoteria ‘à, Aceasta micobacterie nouă 
Vole bacillus.) se d overium tuberculosis muris | wë 
actilus,) se dezvoltă eugonie pe medii 18 Wells sau 
nate (tip Dorset), este patogenă pe nrt. oala KE 
rozătoare ŞI nu provoacă, la cobai iepuri i e SE intreagă de 
d ci A discretă, însoţită de geg rp goaret albi, decât, 
elor. Pe ba e i EN zarea alergică a anima- 
Tin an Get, constatări, bacilul murim (bacilul Vole) 
i N a at De DN D "a PAn : H A pf 9 4 
culozei umane X în e nat en iar UE tuber- 
EE e 'ma cercetărilor întreprinse, atit în strái 
nätate (Sula şi colaboratori în R P Oaa pna i m 
à S O ratori in DP, Cehoslovacă), cît gi i 
în ţară (O. Tonescu-Mihăiești şi colaboratorii sai ai T 4 ët 
Cantacuzino), s-a constatat; că administrarea, | apt au 
E mape vaccinantă vie, conferă o rezistenţă wi e es 
ilizare alergică, mai inte î Ce erter g 

gică ense decît cele date d j 
isi oane e e de vaccinul B.C.G 
S ui în scop de vaccinar i ën 

E e la om este a relati 

restrinsă, ca urmare a ji i FOE: 
reacţiilor vaccinale lo j 
n l cale prea inte 
pe care le provoacă. În acelasi Kg 
ZA A . 1 Scop, s-a cercetat i posi 
bilitatea vaccinării SC eeh A rer 
11 cu corpi bacilari omorâţi pri ) 
tat . rin fenol (Dubos 

obţinîndu-se, la anim K oeh 

E ; al (şoarece), rezultate î j H 

4 , incurajatoare în ce 
EE „puterea protectoare; dar metoda nu Sept fi încă 
ap cată în practică, din pricina relativei toxicităţi a vaccinului 

a noi în ţară, Ionescu-Mihăieşti și colaboratori, au putut 
obţine, din bacilii tubereuloşi şi din mediile lor de cultură 
VE de natură glucido-lipidică, dotate cu o putere protec- 
oat aan Ia 96 față de infecția bacilară virulentă, fără 
apariția concomitentă a hipersensibilității alergice. În stadiul 
EE al cercetărilor, se pare că „antigenul protector” ar fi 
opri. în fracţiunile lipidice ale bacilului tuberculos. Dar, pînă 
a elucidarea completă a naturii „factorului protector”, vac- 
cinul B.C.G. continuă să rămînă mijlocul cel mai eficace de 
care dispunem actualmente pentru mărirea rezistenţei specifice 
a organismului faţă de infecţiunea bacilară virulentă. 

Foarte recent, o perspectivă extrem de interesantă pentru 
profilaxia tuberculozei a devenit administrarea preventivă a 
hidrazidei (HIN). După cum se ştie, hidrazida re orezintă astăzi 

D D . D N D D Į ` 
nu numai cel mai activ, dar și cel mai bine tolerat dintre tuber- 
culostatice, ceea ce a făcut ca, în ultima vreme, cercetătorii 
să ia în consideraţie folosirea ei nu numai în terapia bolii o 
dată declarată, dar și ca mijloc preventiv, care să împiedice 


instalarea ei în formă evolutivă la cei infectați, mai înainte 
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a primele semne de boală să devină manifeste. Asadar, chi- 
mioprofilawia prin hidrazidă s-ar adresa cu precă A AA 
tilor anaro Man tia at Ba l DE precădere contac- 
A SĂ arent sănătoşi, dar cu mari ganse de îmbolnăvire ülte- 
EAn Purtătorii de „leziuni primare minime”, sânt sterilizați 
precoce de focarul rocent ocult prin tratamentul en hidrazidă 
impiedicindu-se astfel chiar din primul moment instalarea ei 
diseminarea infecţiei evolutive. Metoda, atit de seducătoare 
teoretic, ar duce în ultimă analiză la o eradicare totală si defi- 
nitivă a maladiei tuberculoase în lume. Cercetările experimen- 
tale intreprinse în ultimii ani par să indice deplina valabilitate 
a metodei, cu excepţia contaminărilor „d’emblée” cu bacili 
tubereuloşi hidrazido-rezistenţi. Într-adevăr, aceste cercetări 
au arătat că tratamentul cu hidrazidă, administrată chiar 
din momentul infectării experimentale sau imediat după pro- 
vocarea ei, are ca rezultat: 

___— 0 oprire a evoluţiei tuberculozei, fără ca procesele imu- 
nitare să fie afectate, dacă doza infectantă este suficient de 
mare, şi 

____— 0 oprire a evoluţiei bolii, cu împiedicarea apariţiei aler- 
giei tuberculinice, dacă doza infectantă a fost mică. 

Experimentarea a mai arătat şi riscurile eventuale ale 
metodei, între care reapariția semnelor bolii evolutive după 
întreruperea prematură a medicamentului, şi crearea, pe o 
scară din ce în ce mai largă, a formelor rezistente. De aceea, 
deocamdată, metoda are indicaţii limitate, aplicarea fiind reco- 
mandabilă numai în cazuri judicios alese, cum ar fi: indivizii 
fără trecut bacilar, care prezintă un risc foarte serios de îmbol- 
năvire (viraj tuberculinie brusc şi intens, infectare intempestivă 
masivă, alergici atingi de o maladie gravă consumptivă, în 
contact strîns cu o sursă de contagiune); indivizii cu antece- 
dente bacilare şi amenințați de reactivări, ca urmare a unor 
împrejurări de viaţă speciale (sarcină, maladii consumptive, 
tratament cortizonie îndelungat ete.) ; indivizii cu o rezistență 
nespecifică generală scăzută, ca și cei afectaţi de o maladie 
„paratuberculoasă”, susceptibilă de a degenera într-o tuber- 
culoză evolutivă propriu-zisă (suferinzii de eritem nodos, pleu- 
rezie serofibrinoasă, maladia Besnier-Boeck-Schaumann ete.). 
Bineînteles că durata tratamentului hidrazidic va trebui apre- 
ciată judicios şi, în orice caz, acesta trebuie să fie îndeajuns de 
îndelungat (minimum gase luni). Dar singură experimentarea 
din ce în ce mai întinsă va putea, cu timpul, să fixeze definitiv 
limitele reale atît de promițătoare ale metodei. 


CAPITOLUL XII 


DIAGNOSTICUL DE LABORATOR 
AL INFECȚIEI BACILARE 


Caracterul atît de polimorf pe care ì Zintă, í 
bacilară în clinică face ca, font: adesea e a Die: 

e A $ ` a Fa , Liser) 
radiologice singure să nu fie suficiente pentru a confirm. 
diagnosticul de tuberculoză. În schimb, punerea, în evidenţă 
a bacilului tuberculos în produsele patologice este suficientă 
întotdeauna pentru a preciza cu certitudin 

b en udine natura tubercu- 
loasă a maladiei. 
$ Metodele moderne de depistare bacteriologică au devenit 
îndeajuns de sensibile pentru ca, aplicate cu acuratețe şi cu 
perseverenţă, să poată asigura punerea unui diagnostic precis 
şi precoce de tuberculoză. Aceste metode sînt foarte numeroase, 
dar de valoare inegală. În cele ce urmează, vom indica pe acelea 
dintre ele pe care practica le-a verificat ca fiind, în acelaşi 
timp, mai simple şi mai precise, pentru punerea în evidență 
a bacilului tubereulos, în cele mai variate produse patologice 
pe care laboratorul poate fi solicitat a le cerceta. 

Diagnosticul de laborator al infecțiilor provocate de mico- 
bacterii comportă luarea în considerare, pentru fiecare produs 
patologic de cercetat, a modului de prelevare al produsului şi 
tehnicilor de căutare a bacilului tubereulos în cuprinsul acestuia. 

Produsele patologice de examinat ţin de localizarea proce- 
sului tuberculos și, în acest sens, vom avea de considerat: 

— diagnosticul de laborator al tuberculozei pulmonare 
(ftiziei) ; 

— diagnosticul de laborator al localizărilor tubereuloase 
eztrapulmonare. 

J. — Căutarea bacilului tuberoulos în secrețiile bronho- 
pulmonare (spută) este examenul bacteriologic cu mult cel mai 
solicitat în clinica ftiziologică (tuberculoză pulmonară). Sputa 
reprezintă materialul patologie eliminat de regulă prin tuse 


9 — e 4989 


130 INFECȚIA CU MICOBACTERII 


ŞI provenit din inflamaţia, bronchiilor, alveolelor 
mului pulmonar sau chiar a pleurei ori pe 
Ea poate cuprinde o floră be 


și parenchi- 
ritoneului (vomică,), 


scteriană foarte variată : j 
GE A, i A j \ rO hl Ia ` Cerme 
strict saprofiţi, germeni obișnuit saprofiţi, dar o e ni 


are pot doveni 


patogeni (ca pneumococul) şi germeni exclusivi patogeni, între 


care locul cel mai important revine bacilului tuberculozei 
Alături de flora microbiană, sputa mai cuprinde : nens (68 
substanţă fundamentală), elemente celulare (celule faringiene, 
bronhice, alveolare, polinucleare neutrofile şi eventual eozi- 
nofile), fibre elastice, cristale Charcot-Robin (astm) ete 

Pentru prelevarea corectă a sputei, în cazul în care bolnavul 
„pexpectorează”, i se dă de cu seară un recipient, de preferinţă, 
sterilizat, din sticlă (placă Petri) sau porțelan, or o cutie de 
carton (special confecţionată), cu deschizătura, largă şi cu capac 
care să se poată închide ermetic. 


Se recomandă ca recipientul să fi stat în prealabil timp de 24 de ore într-un 
»„amestec sultocromic”, preparat după formula lui Kuss : 


acid sulfuric pur (66%) — 275 ml 
apă distilată — 500 ml 
bicromat de potasiu pulv.— 80 g 


Se pune bicarbonatul într-un mojar, se adaugă puţină apă distilată pină 
la dizolvare (încălzind uşor); după răcire, se adaugă restul de apă distilată și se 
filtrează. Se adaugă apoi, puţin cîte puţin, acidul sulfuric, agitînd cu o baghetă de 
sticlă (atenţie |). E 

Recipientul este apoi spălat cu apă distilată şi sterlizat. 


Cu cîteva zile înaintea prelevării, se va suspenda orice 
tratament cu tuberculostatice (şi în special cu HIN). Se reco- 
mandă bolnavului ca a doua zi dimineața să colecteze, o dată 
cu efectuarea „toaletei bronhice” (cînd elimină prin tuse mate- 
rialul acumulat în bronhii în cursul nopţii), o cantitate cît mai 
mare de spută (pe cît posibil fără salivă). Unii bolnavi pot 
expectora în tot cursul zilei și în mod continuu, alții emit 
intermitent (după natura leziunilor, prezenţa hemoptiziilor, 
rinofaringitelor intercurente, insuflaţiilor ete.). În asemenea 
cazuri, se impun examene repetate în serie, care mărese pe 
de o parte șansele de pozivitate și pe de alta ritmul de EE 
pozitive. Bolnavul, poate păstra recipientul în pesmaneaii 
asupra lui, spre a-l folosi la momentul oportun, Bolnavii SE 
protind că „mu E BEN, WE IS tera osto 

tora. Dacă însă imposibilit J C t 
ponia C Vë? mai întîi obţinerea de secreţii bronhice prin 
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administrarea de aerosoli de soluţie 
o Jumătate de oră. Dacă și acest procedeu rămîne fără efect 
se recurge De la o prelevare larinviană op, Be leu 

i oaia a O prolovaro laringiană sau bronsică, fie la un 
tubaj gastric, te la un examen de fecale, 

Prelevarea laringee se practică cu un fir metalic cu un 
tampon de vată nehidrofilă, fixat la un capăt gi sterilizat, (în 
tub închis, analog celui folosit pentru | 


exsudatele faringiene 
e ap s dE E u ringiene 
în difterie). Se prinde limba bolnavului într-o compres sterilă, 


cu mîna stingă şi se întinde la maximum ; Se reperează coardele 
vo cale ŞI se introduce tamponul în spaţiul dintre coarde gi 
laringe. Se provoacă astfel un acces de tuse, după care tamponul 
se extrage şi se introduce în tubul steril, pentru. a fi transportat 
la laborator, în timpul cel mai scurt posibil. 

~ Cu mult mai sensibilă este prelevarea bronşică, ce se prac- 
tică fie cu ocazia unei bronhoscopii, fie prin, introducerea, unei 
sonde intrabronşice, după prealabila injectare de apă fiziologică, 
sterilă în bronşii. 

Tubajul gastric este util întrucît, în cursul nopţii, bolnavul 
înghite în mod inconștient secrețiile traheobronşice. De aceea, 
tubajul trebuie practicat dimineața, la sculare. Se introduce 
în stomacul bolnavului, cât mai rapid cu putinţă, o sondă rigidă 
tip Faucher nr. 2, lubrificată în prealabil cu oleu de vaselină 
sterilă. Se toarnă prin sondă 200 — 500 ml apă distilată căl- 
duţă şi sterilă şi se coboară cealaltă extremitate a tubului pentru 
a face un sifon prin care se va recolta lichidul de spălare în 
care vor fi eventual antrenate și particulele purulente de origine 
bronhopulmonară, înghiţite de bolnav (spută înghițită). 

Sputa (sau produsul de lavaj) se transportă în laborator 
cît mai curînd posibil. Trebuie avut în vedere că, prin păstrare 
mai îndelungată la temperatura camerei (mai ales vara), 
bacilii tuberculoşi pot fi distruşi prin concurența în special a 
anaerobilor, care îi pot elimina în aproximativ 4 zile ! De 
aceea, cînd proba nu poate fi cercetată curind, se adaugă 
citeva picături dintr-o soluţie de penicilină corespunzind la 
5 000 u.i./ml, şi se păstrează la rece. Produsele de lavaj gastric 
trebuie neapărat păstrate la rece, spre a se evita alterarea 
bacililor de către sucurile gastrice şi bilă. | S 

La laborator, sputa sau produsul de lavaj (centritugat); 
se depun în cutii Petri sterile, aşezate pe fond negru (cu Lies 
neagră dedesupt). Se notează aspectul, care poate îi: mucos, 
mucos cu striuri sau cu puncte mucopurulente, sau vie? 
rulent, înecat; în salivă fluidă, Această clasificare indică, într-o 


salină, fiziologică, timp. de 
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oarecare măsură, pradul de g atie ai : , 
lezională, în mentale d) EE Set Ze SN 
duce Şi prin fluidificarea treptată a expectoațiel, gl 
u ajutorul a două anse metalice, trecute vri Koi 
la roşu, se întinde apoi Cer SCH da Casel? E 
într-un strat cît mai subțire, MAL: OMON EAI Ve SE 
cu putinţă, şi se reperează, cu mare atenţie miio, “poetki 
purulente. Do prelevarea corectă a acestora depinde ` den 
mai mare măsură, succesul examenului baciloscopie Levante 
bacilifer este de obicei gros, opac, de culoare galben verzuie 
sub formă de striuri, virgule sau insulițe, foarte greu de disociat 
din magma de mucus şi salivă. Cînd este în cantitate mare, 
ia aspectul numular caracteristic pentru ftizie gi este foarte 
aderent de fundul vasului (sputum nomosum, globosum et ad 
fundum petens al vechilor ftiziologi). 

„Cercetarea bacteriologică a sputelor dispune de două cate- 
gorii de metode : 

„— metodele microscopice : frotiul direct şi omogenizarea ; 

— metodele biologice : însămînțarea pe medii elective gi 
inocularea la animalul sensibil (cobai). 

Frotiul direct se execută cu produse patologice solide san 
semisolide (spută, puroi de abcese, lichide purulente). 


întinderea acestora pe lame necesită cîteva precauții indispensabile. Lamele 
vor fi perfect curate şi degresate, de preferinţă noi. Mai înainte de întrebuin- 
tare, acestea trebuie ţinute în amestec sultocromic 24—48 de ore, apoi spălate 
la apă curgătoare şi în apă distilată, după care se păstrează, pînă în momentul 
întrebuinţării, într-un cristalizator mare cu : 


alcool 90%...1 000 ml 
acid sulfuric p.a....1 ml 


Ele se scot de aici cu o pensă, se șterg cu tifon, şi se trec rapid, de citeva ori 
prin flacără. După răcire, produsul se întinde cu ajutorul unei anse de platină 
sau fier suficient de rigide, prin mișcări încete de dute-vino. Etalarea cere răbdare 
(cîteva minute). şi atenţie deosebită, căci de calitatea ei (omogenitate, transpa- 
renţă) depinde sensibilitatea examenului. Se va evita etalarea prin strivire între 
două lame, care este și defectuoasă şi periculoasă (proiectarea de fine ES 
infectante) (Dekking). Frotiul întins se usucă, de preferință la einat. d. viir 
Petri (uscarea la flacără provoacă o coagulare prea brutală). o dată usca „ fro 8 e 
se fizează fie prin căldură (se trece de trei ori succesiv prin era deg 4 
Bunsen), fie cu alrool (se acoperă cu alcool metilic pur şi se lasă pînă la evap 


rarea acestuia), 
| După fixare, frotiul se colorează, folosindu-se, în mod 
curent, pentru aceasta, metoda clasică de dublă colorație 


Zich. Neelsem,. 
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Că KS 5 i apagat ă DI 
Sr dutarea bh, prin această metodă se sprijină pe proprietă 
yle lui tinetoriale speciale : necesitate: Jna pe proprietà- 


. C a de a-l trata cur 

Ra i ( : rata cu un colo- 

H Cé la cald şi, după ce a fixat colorantul, de a, rezista 
ţiunii decolorante a acizilor minerali diluaţi (care decolo- 


ee ceilalți germeni, cu excepţia micobacteriilor), emm 
şi acțiunii decolorante a alcoolului (de unde se spune că b.K 
este un germen acidoaleoolorezistent;). E 

From) uscat și fixat, apoi răcit, se acoperă mai întii 
cu fuzină fenicată Ziehl. 


Prepararea fuxinei Ziehl, Se broiază într-un mojar 1 g fuxină bazică cri 
adăugind progresiv — puţin cite puţin — 10 ml a, E (sau ES 
continuînd broiarea, se mai adaugă 5 g acid fenic crist. („neigeux”), Se agită 
şi se adaugă, puţin cîte puţin, cca 60 ml apă distilată. Amestecul se trece în alt 
vas, iar mojarul este tratat cu restul de 40 ml apă distilată (pînă ce se iau de 
pe pereţii lui toate resturile de colorant). Se varsă apoi această apă peste primul 
amestec în recipient (rezultă deci 100 ml soluţie). Se lasă la termostat (37°C) 
timp de 24 de ore, apoi se filtrează prin hîrtie de filtru. 


„Frotiul acoperit cu fluxină se încălzeşte uşor, la flacăra 
unui bec Bunsen (sau cu un tampon de vată îmbibată cu alcool), 
pînă la emisiunea de vapori, timp de 10 minute (se va evita 
fierberea fuxinei, care alterează bacilii, fixează rău colorantul, 
face corpul bacililor prea uşor decolorabil şi precipită colorantul 
pe lamă; se va observa să nu se evapore fuxina de pe lamă, 
adăugînd la nevoie noi cantităţi de fuxină, împiedicîndu-se 
astfel formarea de precipitate prin desicare). Se varsă colorantul 
şi lama se spală cu apă de robinet (pînă ce apa de spălare nu 
mai e colorată). Preparatul spălat; se tratează cu acid diluat : 
acid azotic 1/3 sau mai bine acid sulfuric 1/4, timp de cea 
2 minute (preparaţţia se decolorează). Se spală din nou cu apă 
de robinet, apoi se tratează, 3—5 minute, cu alcool 95% şi 
se spală iarăşi cu apă. 

Examinînd în acest moment preparatul, se constată că 
este incolor, cu excepţia b.K.., care apar colorați în roşu intens ; 
pentru uşurarea examenului se procedează la o „recoltare 
de fond”. | 

% de albastru 


Se recolorează „de fond” cu o soluție apoasă sau alcoolică 1% 
de melilen; 


albastru de metilen sees" 10 e 
acid fenic crist, (neigeux). >» > (o, ? 
alcool de 00? ere . . . i E S 


GRASS Stee 
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Golorarea se practică timp de ce 
de fond să fie ușoară, căci una prea intensă ar putea m 
mai groase ale frotiului), Se spală din nou cu 
usuce la aer (este contraindicată uscarea pe hirtie de filtru, fiindcă s-ar pute 
păstra resturi acidorezistente care ne-ar înşela la un examen "ulterior iai gë A e 
facem, hîrtia de , preparatie, 


care ne-am servit trebuie aruncată după fiecare preparaţie), 
d A AM ni i {pi Bi 
„Metoda „la rece’! (Tison şi Audrin) recomandă, colorarea 
Şi decolorarea bacililor în bäi (pahare Borrel) 


În acest scop, frotiurile se cufund 
într-un pahar Borrel, în care 
Apoi lamele se scot cu o pe 
pahar 


l mult un minut (se recomand 


ă ca recolorarea 
asca bacilii aflați în zonele 
apă de robinet și se lasă să se 


ă mai întti în soluţie de fuxină Ziehl, pusă 
se Une cel puţin 3 ore (mai bine pină a doua zi). 
$ nsă, se spală ușor la curent de apă și se pun într-un 
cu acid pentru 5 minute, Se spală din nou ușor cu apă, se lasă încă 10 
minute într-un pahar cu alcool și, după o nouă spălare uşoară cu apă, se recol- 
tează rapid (cîteva secunde) cu albastru de metilen. 


Pentru o colorare rapidă la rece a b.K., se adaugă la soluția de fuxină unele 


substanțe care ușurează pătrunderea colorantului în corpul bacilar. Aceste sub- 
stanţe sînt: 


— o picătură de „tergitol 7” la 30 ml fuxină (Muller și Chermock) ; 
— două picături de laurilsulfat de sodiu (sol. apoasă 2%); 

— două picături de aerosol OT(sol. apoasă 8%) la 50 ml fuxină; 
— cinci picături „Tween 80” la 100 ml fuxină etc. . 


- Examenul microscopie arată că b.K. (apar, în cazurile 
pozitive, colorați intens în roşu, pe un fond albastru, prezen- 
tîndu-se fie izolaţi, fie grupaţi paralel, fie în V, L etc. Numărul 
(frecvenţa) lor nu poate constitui un element de prognostic : 
singură prezența lor are o valoare diagnostică. Uneori se găsesc 
forme bacilare foarte mici (1 micron), grupate cel mai adesea 
în mici grămezi („Splitter”), mai rar izolate (planga color IV). 

„Cercetarea microscopică a bacilului tuberculozei pe un 
frotiu este în general foarte laborioasă, necesitînd adesea un 
timp foarte îndelumgat. Timpul minim de cercetare admis pentru 
un frotiu aparent negativ, este de 10—15 minute. De aooe; 
se recomandă ca baciloscopia pentru b.K. să fie făcută Ce 
microscop binocular (ocular 10 X, obiectiv cu imersie), insta 

j lui maximul de comoditate. 
pentru a se asigura observatorulu L de ere 
Concomitent cu căutarea b.K., se recomandă şi SUNĂ SEN 
celorlalte elemente din îrotiu, care pot avea în SE te caz 
o importanţă deosebită pentru precizarea diagnosticului. 


Acestea pot fi: Was 
a) germenii de asociație (coci, bacili, spirili ete.), a căror identiticare nu 
BEER Zi ST appi A Ze Gr de fond, al îrotiu- 
ucoidă, care formează u E a Oe > 
ei n în albastru, cu structură anhistă (meorganizată), avind 
uneori prinse în masa ei bule de aer; ; 


PLANȘA IV. — Sus: bacili acidoalcoolorezistenți virulenți 
(tip uman), într-un frotiu din spută, colorat după metoda 
Ziehl-Neelsen (orig.). 

Jos: culturi „pe lamă” de bacili tubereuloşi virulenţi 
(meloda Pryce-Bernard-ISreis), la 8 zile după incubare în 
mediul Youmans (cu ser de bou) ; se observă microcolonii, CH 
formare de „corzi-serpentine”. Coloraţie Zienl-Neelsen (orig). 
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Š Eka è wt 

) oe de fibrină, sub formă de travee mai mult sau mai puțin rami- 

d) elementele celulare, a 
lizei rapide 
borate 


l căror examen este foarte dificil din pricina cito- 
care le alterează, ca urmare a enzimelor proteolitice ela- 
de germenii de asociaţie ; acestea pot fi: 

— celule faringee, mari, poligonale, cu nucleu mare, ovalar, intens co- 
lorat ; apar adesea degenerate ; 

— celule bronșice, alungite, cu nucleul oval și platou cu cili vibratili ; 
frecvente în cazurile de astm şi edem pulmonar ; 

= celule alveolare, de aspect variat; mici, rotunjite, cu nucleu rotund 
şi voluminos sau cu aspectul macrofagelor, cu citoplasmă abundentă, 
slab colorată, cu 1—3 nuclei; prezenţa lor indică procese de alveolită 
(pneumonie, congestie pulmonară, bronhopneumonie) ; 

— celulele „de puroi” sînt leucocite alterate, cu nucleul polilobat, 
uncori divizat ; prezenţa lor este un indicator bun pentru baciloscopit , 
indicînd că parcela de spută aleasă pentru examen a fost într-adevăr 
purulentă ; 

— hemaliile, cu aspectul caracteristic, indică caracterul hemoptoic al 
sputei (alveolită acută) ; resturile lor, care prind Ziehl-ul, se pot confunda 
uneori cu bacilii acidorezistenţi (atenţie |) ; 

— eosinofilele pot apare în număr mare în cazurile de astm alergic (foarte 
frecvente în cazurile de tuberculoză) ; 

— fibrele elastice însoțesc aproape constant sputele bacilifere, aşa încit 
prezenţa lor poate D un indicator al prezenţei probabile de b.K. 


Examenul citologic al sputei presupune unele indicaţii 
speciale de tehnică (prelevare, colorare), asupra cărora nu este 
locul să insistăm aici. Coloraţia elementelor se face de regulă 
cu May-Griinwald sau, mai bine, după metoda lui Papanicolau. 

În ce priveşte răspunsul corect la o baciloscopie directă 
pentru b.K., trebuie de reţinut că acesta depinde esenţial de doi 
factori : 

— alegerea particolelor purulente şi 

— durata examenului microscopie. ; 
În cazul în care nu s-au putut găsi bacili, răspunsul va evita 
totuşi negarea certă a absenței lor. Nu se va spune niciodată : 
„în frotiul de spută examinat nu există b.K.”, ci doar că „in 
frotiul de spută cercetat, nu s-au găsit bacili acidoaleoolorezis- 
tenti”. n > cele e â 

Absenta bacililor la examenul unui frotiu direct nu înseamnă 
că sputa este sigur negativă, întrucît porţiunea cercetată pe 
frotiu reprezintă doar o cantitate intimă : aproximativ 1 mm 
dintr-un volum de 10—20 ml şi chiar mai mult de expectoraţie. 
De aceea, în cazurile în care un asemenea examen, pentru care 
ar fi uneori necesare ore întregi de căutare spre a găsi un eeh? 
bacil, arată o baciloscopie negativă, se recurge la metode aa 
de tratament a sputelor, prin care bacilii pot fi cone 
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A d ` 
într-un volum foarte mic, Aseomeones 


l a procedee 
sute de ori sansele de depistare 


care pot mări de 
SEA ; PID, metodele 


zise de „omoge- 


Metodele de omogenizare se bizuie 
urmată do centrifugare ; fluidificares 
alei lilor sau acizilor minorali diluați care, solubilizind fibrins 
liberează bacilii din ganga care îi reține, Pentru a colecta corpi 
bacilari din produsele astfel „omogenizate” (solmbilizatb), 
trebuie creată o diferență de densitate între corpul bacililor Hi 
mediul care îi conține ; de aceea pentru separarea, lor se folose k 
centrifugarea, care se bazează pe faptul că lichidul Ommogenia t 
este mai puțin dens decît corpul bacilar, "e? 

Dintre foarte numeroasele metode propuse în acest scop 
vom reda pe acelea care s-au arătat mai constante şi mai simple 
pentru practica de fiecare zi, urmînd ca fiecare laborator s-o 
adopte pe cea care îi convine mai bine utilajului de care dispune 
laboratorul. 


„a. Omogenizarea alcalină, poate fi executată folosind unui 
din următoarele procedee : 


1) Se pun 2 ml spută într-un recipient (capsulă, mojar) steril ; se adaugă 
20 ml apă distilată şi două picături de leşie de sodă (40%). Se încălzeşte totul 
10 minute într-o baie cu apă la fierbere, pînă ce amestecul devine fluid şi omogen 
(sau : se agită cu o baghetă de sticlă sterilă și se lasă la termostat pînă a doua 
zi). Se transvazează apoi totul într-un tub de centrifugă (cam 2/3 din înălțimea 
acestuia), se adaugă 1/4 din volum alcool 50% (un alcool mai concentrat ar pro- 
voca o coagulare jenantă a proteinelor), pentru a scădea densitatea amestecului 
și se centrifughează totul o oră la 5—6 000 t/m. Se decantează şi se aruncâ 
lichidul supernatant (în găleata de „,infecte”), iar din depozitul obţinut se fac fro- 
tiuri pe lame bine degresate și perfect curate, care se colorează după metoda 
Ziehl-Neelsen. 

Cercetările făcute în marile sanatorii de la Praz-Coutant (P.E. Davy, S.C. 
Levaditi, F. Tison, S. Audrin) au arătat că, dacă se respectă întocmai tehnica, 
mai cu seamă în ce priveşte durata de centrifugare şi viteza de rotaţie, metoda 
de mai sus dă rezultate excelente. e x 

2) La cca 5 ml spută se adaugă 25 ml dintr-o soluţie de hidrat de sodiu 
30% ; se încălzește ușor la 60°C (baie cu apă), agitind continuu cu o baghetă. 
Se adaugă apoi 15 ml apă distilată, continuind încălzirea încă zece minute. Se 
lasă să se răcească (pentru a ușura sedimentarea, se recomandă adăugarea a 
5 ml alcool 50%). Se pune amestecul într-un tub de centritugă steril şi se cent ù 
fughează 45 de minute la 3—5 000 Ee aai supernatantul şi se exa- 

inez zitul obținut (colorare Ziehl-Neelsen). 
SCH GE ml GH adaugă 2—8 ml antitormină (amestec în Spa 
egale de hipoclorit de calciu și hidrat de sodiu 15%); se Weu o GE S A 
sticlă pînă se face un amestec omogen, Se lasă la termostat ( o ju k 
a. după care se centrifughează 15—20 de minute, Se decantează lichidul super 
ec și se fac frotiuri din depozitul obținut pe lame, la suprafața cărora s-a 


pe fluidificarea, sputelor, 
este rezultatul acțiunii 
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întins în prealabil un strat subțire de spută nativă (pentru a face mai aderent 
depozitul pe lamă). Se colorează Ziehl-Neelsen, 


b. Omogenizarea acidă, Se tratează cca 2 ml spută cu 2—8 
ml (după grosimea sputei) acid sulfuric 15 % ; se agită puternic, 
lăsînd amestecul în contact 15—20 de minute (se poate broia, 
amestecul cu nisip steril, dacă sputa este foarte groasă). Se cen- 
trifughează, se decantează supernatantul şi se spală depozitul de 
trei ori succesiv cu apă fiziologică sterilă, apoi se fac frotiurile 
pe lamă (dacă vrem să facem și însămînțări pe medii de elecţie, 
diluăm puţin depozitul, îl neutralizăm cu hidrat de sodiu 30 9%, 
în prezenţa tincturii de turnesol : două picături). 


c. Omogenizarea prin simplă etuvare. Se bazează pe faptul 
că sputa, formată din mucină și fibrină coagulată, suferă prin 
etuvare (37 —50°C), o autodigestie a materiilor albuminoide de 
către fermenţii leucocitelor pe care le conţine. Autodigestia 
solubilizează şi limpezește sputa gleroasă, iar bacilii, eliberaţi 
astfel din gangă, se depun la fundul tubului, sub acţiunea 
gravităţii. 

Se pun la etuvă (37 —50*0), în tub de centrifugă, 5—10 ml 
spută ; între ziua a 4-a şi a 7-a se produce fluidificarea. Se decan- 
tează supernatantul şi se examinează depozitul, colorat după 
metoda Ziehl-Neelsen. 


d. Omogenizarea fără centrifugare. Se recomandă labora- 
toarele care nu dispun de o centrifugă. Se foloseşte un reactiv 
format din : 5 ml hidrat de sodiu 40% + 25 ml alcool 95% + 
+ 75 ml apă distilată. Într-un pahar cu picior, se pune de 2—3 
ori atit reactiv cîtă spută avem (dacă e fluidă), sau de 4—3 ori 
mai mult (dacă este purulentă) ; se adaugă reactivul puţin cite 
puţin, agitînd. Se varsă cu pipeta 1 —2 ml acetonă la suprafaţa 
amestecului, așa ca cele două lichide să nu se amestece. Se 
umple din nou pipeta și se introduce în fundul paharului, ste 
se lasă să cadă acetona: aceasta urcă încet spre E 
La limita dintre acetonă şi sputa fluidificată, se formează, după 

i iculă ine b.K. Se întinde pelicula 
cam 10 minute, o peliculă care conține ! inde peon 
pe lamă, se fixează și se colorează după metoda Zieh -Neelsen. 

e. Metoda sovietică de omogenizare (flotaţia). Se aasch 

i , —3 zile sputa de la bolnav, într-o senipătoare s er à. 
Bo pi z p j lutie 0,5% hidrat de sodiu 
aneha Se 3 e) qinte- o PAR a mucozităţilor 
şi se agită [eso pin la0 9 recipientul se introduce într-o 
EE SE de 60*0, continuind agitarea cîteva 


1 
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i Lo Sa age d : i 
Se astupa omote Hd ld și eam 50 mi apă distilată 
4 a ermetic recipientul şi se agită puternic contina 
timp de 10 minute (acesta este timpul d erme conținutul, 
operaţiei, întrucît succesul oi depinde. de Ti "i nea i 
al particolelor de xilol, care vor antrena 0 pii + e 777 äis 
amestecul omogenizat; se transvazează, + rpii bacilari), Întreg 
IROD iu pi aa Rz00ză apoi într-un balon de 

Ke U 5 5 ȘI ingu 
lui să umple balonul pînă la baza gâtului (eventual se e 
tează cu apă distilată sterilă), Se lasă totul în pen um Së in 
o oră, timp în care se va forma spre supraf a lichide parn 
se ea beer Geen f à Spre suprafața lichidului (Ja 

Sitului recipientului), un strat cremos, alcătuit lin parti 

colele de xilol care antrenează, la suprafata Tor toti FoR Daci A 
d din cuprinsul amestecului, concentrindu-i spre suprafaţă. 
e be asihi a Ke cu un geam, pînă ce sticla ia temperatura 
e ër SE eh E SE pe ea lame degresate, pe care 
În ch » bolnavului. Cu o pipetă Pasteur, prevăzută 

un capăt cu o mică pară de cauciuc, se prelevă din stratul 
cromos 1—2 picături, care se depun pe lamă, unde sînt lăsate să 
se usuce; după uscare, se repetă operația, suprapunindu-se 
astfel la completa epuizare a stratului cremos. Aceste picături 
„„multistratificate” sînt degresate prin tratare cu éter, după care 
sînt fixate la flacără şi colorate după metoda Ziehl-Neelsen. 
Metoda permite colectarea totalităţii bacililor dintr-un volum 
de spută remarcabil, care întrece pe cel folosit de obicei în proce- 
deele curente de omogenizare și este aplicabilă cu succes si 
pentru căutarea b.K. în spălăturile gastrice. 

Examenul baciloscopic direct mai dispune de o metodă de 
punere în evidenţă a b.K., care, uneori, poate depista germenul 
chiar atunci cînd căutarea lui minuțioasă prin metodele descrise 
mai sus rămîne infruetoasă : metoda microscopiei cu fluorescentă. 
Este o metodă complexă, laborioasă şi care necesită o apara- 
tură specială, de care nu toate laboratoarele pot dispune. 


Principiul metodei se bazează pe fenomenul de fluorescentă, 
care se traduce prin emisiunea de lumină zisă „tluorescentă””, 
atunci cînd anumite substanţe sînt supuse acţiunii unor radiații 
speciale (în special ultraviolete), jucînd rolul de „exeitatoare” à 
emisiunii. Conform „legii lui Stokes”, lungimea de undă a lu- 
minii „excitatoare” este inferioară celei a luminii fluorescente, 
frecventele luminii excitatoare corespunzind maximelor de ab- 
sorbtie a substanţei (solvantului) care fixează colorantul fluo- 
rescent : fluorocromul sau auramina. Pentru efectuarea exame- 
nului, lumina trebuie mai întâi selecționată”, trecînd-o prin- 


st, aşa încît nivelul amestecu- 
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a sara lasă să + O H i 

i eg À ui Lief lasă să trea a numai lumina excitatoare în zona 
Are tuorocromul prezintă maximum de absorbţie. Această 

lumină, reflectată într-o oglindă, trece prin condensori ] Së 

scopului şi, ajungînd la prepa copie de cercetat, 


atul microscopie de e 
Go Și, ajungin i roscopice de cercetat 
së ECHO" fluorocromul, care emite o lumină, fluorescentă. C ap- 


tată de obiectiv, această lumină este transmisă în ocular o dată, 
cu lumina excitatoare, eliminarea acesteia din urmă, făcîndu-se 
cu ajutorul unui „filtru de oprire” care împiedică, trecerea lumi- 
mi excitatoare (cu lungime de undă mai mică). Cunoaşterea, 
prealabilă a fluorocromului utilizat; este absolut necesară pentru 
adaptarea filtrelor adecvate. e 


Pentru căutarea b.K., fluorocromul cel mai întrebuințat 
este auramina, a cărei curbă de absorbţie în ultraviolet prezintă 
două maxime (una la 3 660 Å şi alta la 4500 Á), fluorescenta 
atingînd valoarea maximă la 5 450 Å (limite : 4 700—6 200 Á). 
Se foloseşte, deci, un filtru care lasă să treacă lumina excitatoare 
între 3 000 şi 5 000 Å şi un filtru de oprire care permite trecerea 
Se a luminii fluorescente cu lungimea de undă de peste 
5 : 


Tehnica de lucru (folosind de exemplu microscopul ,Keller”) necesită ca 
material : 


a) un filtru selecţionînd lumina „excitatoare”, confecţionat din sticlă și 
care lasă să treacă această lumină în zona prevăzută (33% pentru lungimea de 
undă de 3 360 Å și 45% pentru lungimea de undă de 4500 Å). El corespunde 
filtrului Reichert 61 de 4 mm. Rezultate superioare se pot obţine prin folosirea 
unor ecrane de sulfat de cupru amoniacal, care permit trecerea luminii excita- 
toare, cu o transmisie de 60% pentru lungimea de undă de 3 660 A şi de 55% 
pentru lungimea de undă de 4500 Å. i 

b) un filtru selecționînd lumina fluorescentă, corespunzător filtrului Rei- 
chert 32 (2 mm), care lasă să treacă această lumină dincolo de 5 100 A. cu o 
transmisie de 98% (de la 5780 A). El poate fi înlocuit cu ecrane preparate De 
cu bicromat de potasiu, fie cu fenol-sulton-ftaleină.| - 

c) optica microscopului cu fluorescență poate fi fabricată din sticlă (miero- 
scopul „„Keller”) sau din cuarț (aparatul „Haitinger”). Obiectivele sînt, de obicei, 
construite special pentru fluorescenţă, dar se pot folosi şi cele obişnuite (obiectiv 
uscat 20 x, 40 x și 60 x, calculate anume pentru folosirea de lamele). Ocularul 
este aplanetie (10 x ), iar condensatorul, de sticlă, are deschiderea de 1,4. Pentru 
imersie, se folosește în locul uleiului de cedru (care e fluorescent), fìe glicerina, 

i de vaselină, fie — de preferinţă — benzoatul de metil sau un amestec 
e SEN 5 o -br ftalen (24 p.). Sursa de lumină trebuie 
de oleu de vaselină (76 p.) cu alfa bromoa atea fluorescenti fiind proporțională 
să fie cît mai puternică cu putinţă (intensitatea tuorescen 


cu energia luminii excitatoare). 
Montarea şi modul de funcți 


de lucru : 
— se pune ecranul albast 


onare a aparatului comportă următorii timpi 


vu în faţa lămpii şi ecranul galben pe ocular; 
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— Se reglează poziția sursei i se din le ă ă 
tilamentului A KE Kat Se En eer „Pta Imaginea 
— se depune o picătură de oleu nefluorescent pe 
— Se pune preparatul și se ridică condensatoru 
— Se depune o picătură din uleiul de imersie p 
lamelă ; 


condensator ; 
l; 
e lamă şi se acoperă cu o 


— se pune la punct microscopul (cu obiectiv 20 x); 

— se reglează înălțimea condensatorului, | 
apară în cîmp cit mai luminos posibil. 

Se examinează mai întîi cu obiectivul 20 x şi, 
luminos suspect, se trece la obiectivul 60 x „cuza 

Golorarea preparalului se poate face fol 
tehnici mai des întrebuințate : 


așa ca obiectivele fluorescente să 


dacă se intilnește un punct 
re se poate preciza diagnosticul. 
osind una din următoarele două 


a) tehnica lui Hauduroy st Posternack : 
— se întinde produsul pe lamă în strat subţire, 
fixează cu alcool prin flambare ; 
___— se acoperă lama cu o soluţie de auramină 10/99 și se încălzeşte pină la 
emisiune de vapori, timp de 10 minute (frotiul se colorează în galben) ; 
— se spală cu apă, apoi se acoperă cu amestec alcool-acid, după formula : 


se lasă să se usuce şi se 


alcool 90% 900 ml 
apă distilată 100 ml 
HCI conc. 4 ml 


— se lasă în contact un minut și jumătate (preparația se decolorează) ; 

— se spală din nou, se redecolorează cu alcool-acid (timp de un minut și 
jumătate) şi se spală iarăşi cu apă de robinet ; 

— se tratează preparatul, bine spălat, timp de trei minute, cu un amestec 
a cărui formulă este redată în tabelul nr. 7. 


Tabelul nr. 7 


gd 


Soluţia Substanţa Cantitatea 
PR | 
a albastru de metilen 1g 

alcool absolut 50 ml 
acid acetic crist. 50 ml 
apă distilată q.s.p. > 100 ml 
b cristal violet 1g 
alcool 96% 10 ml 
apă distilată 300 ml 


ă 1:10 


Se amestecă în prealabil 3 părţi din a cu o parte din b şi se dilueaz 
amestecul obţinut ; final, se spală și se usucă. 
b) tehnica lui Lenaditi-Kreis comportă următorii timpi : 


— eufundarea prepar 
(degresarea ei și scăderea acidorezistenţei bacililor par atube 


și spălare imediată ; 


de 5 minute, într-o baie de cloroform 
RE reuloşi) apoi în acetonă 
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— tratare, alte 5 minute, cu oe ie 0,50 P inä 

o nuanță mai luminoasă fluorescențel aurana RE o 

— tratare, timp de 10 minute, cu op 

rete şi filtrată ; nu se încălzeşte lama ); spălare; 

? ză diferențiere cu alcool 70%, care conţin și 4% HCI, de două ori succesiv 
(prima dată 30 de secunde, a două oară un minut) ; spălare ; 

— tratare, timp de 3 secunde cu permanganat 10/9 (care este antifluores- 

cent pentru tot ce nu este acidoalcoolorezistent în preparat); spălare : e | 

— culundarea preparatului timp de 3—5 secunde într-o baie care conţine 

un amestec de albastru de metilen (2 părţi) şi violet de gențiană (1 parte), 

diluat 1:10 (care marchează fluorescența primară a elementelor străine și ate- 

nuează pe cea a paratuberculoşilor). 


(care imprimă 
are cu apă; 


0 soluție (ülae auramină D (dizolvată la 


Avantajele examenului prin fluorescentă sint semnificative - 
bacilii acidoaleoolorezistenţi pot fi decelați, datorită contras- 
tului lor pe fondul întunecat, cu o mărire de 200%. Suprafața 
explorată, într-o aceeaşi unitate de timp, este de 50 de ori mai 
mare decît la imersie (prin fluorescenţă poate fi explorată în 
20 de minute o suprafaţă, a cărei cercetare ar cere, cu imersia, 
mai mult de o zi întreagă !)*). Practic, o lamă care s-a arătat 
negativă după 3 minute de examen în fluorescentă, va fi întot- 
deauna negativă la un examen de un sfert de oră cu metoda 
Ziehl-Neelsen (Levaditi-Kreis). În ce priveşte aspectul bacililor 
acidoalcoolorezistenţi observați prin această metodă, ei apar 
îndeajuns de strălucitori pentru ca, la obiectiv 60 x, limitele lor 
să fie foarte nete, în formă de bastonașe homogene, care emit o 
lumină ce pare a pleca de la o substanţă fin granulară (ca de la 
o sticlă neșlefuită). Bacilii paraturbereuloşi apar mai puţin 
strălucitori (de aceea nu se va ţine seama de formele prea pale). 
Ca și la examenul în lumină obişnuită, şi la acela prin fluorescentă 
prezența de bacili va fi semnalată prin formula : „prezență de 
bacili acidorezistenţi” şi nu prin „prezență de bacili tuberculoşi A 

Dacă examenele directe şi acelea prin omogenizare au rămas 
negative, dar se suspectează totuşi o tuberculoză, d Sulla 5 
continuare a lor prin metode mai fine şi mai sensibile : metode 
nd a sămînţările pe medii de elecţie, ege elle 

j b.K. în produsele paucibacilare. Se po 

"ER e e solide (cu ou) a căror sensibilitate față de 
olosi în spec ( d i ai Se 
SE 
i ătat că j EAR H e e du 
Zeen onā í mediul Löwenstein şi mediul Jensen, a căror 


sie fiind de 100 şi cel al unui obiectiv 20 x 
afețelor este de 1: 49, 


*) Diametrul unui cîmp de imon 
Sie PPA 10 x de 700, raportul supr 
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compoziție şi tehnică de preparare au fost 
la partea privitoare la cultivarea bacililor 
Însăminţarea sputei pe aceste medii se face numai după 
prealabilă omogenizare a acesteia, spre a o fluiditica, suticient 
atit pentru spută, cît şi pentru celelalte produse patologice 
însăminţarea, pe mediile de elecţie trebuie precedată de elimi- 
narea florei microbiene de asociație (flora secundară) care ar 
putea contamina mediul. wech 


` arătate amănunțit 
tuberculoși. 


Eliminarea acestei flore se poate f š i P 
de tratate a produsului Ee ace printr-unul din următoarele procedee 
ai Metoda cu acid sulfuric : produsul se depune într-un pahar steril cu picior 

şi se adaugă o cantitate suficientă de acid sulfuric 15%, pentru a obţine o steri- 

lizare a florei secundare, după un contact de 15—20 de minute ; se adaugă două 
picături de indicator (soluţie de tinctură de turnesol sterilă) şi se neutralizează 

cu o soluţie de hidrat de sodiu 30%, pînă ce culoarea roşie (mediu acid), devine 
„ametist”, 'Însămînţarea se face cu o pipetă Pasteur sterilă, repartizindu-se cîte 
VIII—XII picături de fiecare tub, folosind, pentru fiecare produs, cel puțin 

6—8 tuburi cu mediu. Tuburile se pun la termostat (37%5 C) în poziţie înclinată, 

pînă la evaporarea lichidului, după care sînt capuşonate şi parafinate. Ele se exa- 
minează săptămînal şi, dacă nu se observă apariţia de colonii, continuă să fie 
păstrate în observaţie pînă la trei luni. Tuburile infectate, în care s-au dezvoltat 
precoce colonii de germeni banali (care au rezistat acţiunii acidului sulfuric sau 

sînt rezultatul însămînţării printr-o tehnică defectuoasă) sînt îndepărtate. În 
celelalte, coloniile de bacili tuberculoşi apar, în general, după 10—14 zile. Atunci 

se recomandă efectuarea unui control (frotiu colorat după metoda Ziehl-Neelsen), 

spre a ne asigura că avem de-a face cu bacili acidoalcoolorezistenţi. Dacă după 
10—14 zile nu apar colonii vizibile macroscopic şi bănuim că produsul conține 

totuşi b.K., se practică o raclare a suprafeţii mediului cu ansa, examinînd pe lamă 
produsul de raclaj : putem astfel descoperi eventuale microcolonii (microcultară), 

care permite punerea unui diagnostic precoce. 

F b) Metoda cu hidroxid de sodiu constă în tratarea, după o tehnică analoagă 
cu cea de mai sus, a produsului, cu o soluție 4—6% de NaOH, timp de 20 de 
minute, la temperatura de 37°5C, urmată de centrifugare, spălarea depozitului 
obținut, de două ori succesiv, cu soluție salină fiziologică sterilă (sau neutralizarea 

lui cu acid sulfuric 6%, în prezența tincturii de turnesol) şi însăminţarea pe 


medii de elecţie. | EEN 

c) Metoda cu „desogen” (Geigy). Se prepară în prealabil o sn déi? Oe ze 
în apă distilată sterilă, de „Desogen Geigy” (metasultonat de a "eem 
metil-amoniu, care se livrează în comerţ diluat 1 :10) ; se repartize pea 
de centrifugă cîte 2,5 ml din această den Ge cala pone "e Gar Ee 
produs, Se agită și se lasă în contact e minute, A dn ră mie ee 
la 6 000 t/m, apoi depozitul obținut se spală cu apă = dei EN GE 

i se recentrifughează timp de încă 10 minute. op sp i 

ert E se agită și se lasă în repaus 12 ore la soli mape camee 3 
adăpost de lumina solară), După o ultimă centrifugare, depozi 


pe Löwenstein-Jensen, 
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d) Metoda cu „teepol” Cison): la : 
soluţie formată din ` E CC EE Sich 
»teepol” Schell 250 ml 
hidroxid de sodiu 10 g 
apă distilată, q.s.p. 1 000 m] 


Amestecul este trecut într-un tub d ifugă 
À i i e centrifugă conic, steril și agitat tir 
Jumatate de oră (agitator Kahn) pînă la fluidificare totală. Apoi 5 Pern rm 
(apariţia unei coloraţii galbene persistente) cu ajutorul unei soluții formate din : 
bromocresol-purpur sol. 1 : 250 2 ml 
apă distilată, q.s.p. 1 000 ml 


Se sterilizează la autoclav, apoi se adaugă 0,90 ml acid i 
i A sulfuric p.a. (66*B ă 
care se centritushează timp de o oră la 3 000 t/m. e: Se 


Ultimele două metode (e şi d), prezintă avantajul unei mari securități de 
lucru şi a unei simplităţi remarcabile de execuție. 


2. Inocularea la animalul sensibil (cobai), se bazează pe 
extrema sensibilitate a acestui animal pentru bacilul tubercu- 
lozei. Cu toată marea-i sensibilitate şi specificitate, metoda 
rămîne apanajul laboratoarelor mari, cu largi posibilităţi mate- 
riale. Este o metodă scumpă şi laborioasă şi prin aceasta rezer- 
vată eazurilor-limită (etiologia formelor foarte paucibacilare, 
ca infiltratele recente, primoinfecţiile, leziunile nodulare şi miliare 
etc., or ca test de vindecare bacteriologică în ftiziile tratate). 


Cobaiul este un animal sensibil faţă de condiţiile de între- 
tinere. Este foarte important să se dispună, în vederea inoculă- 
rilor de produse patologice, de animale sigur sănătoase şi bine 
întreţinute din punctul de vedere al cazării şi al alimentaţiei. 
Astfel, există mari riscuri ca, după inocularea unui produs sus- 
pect de baciloză, animalul să moară intercurent, mai înainte de 
a prezenta semnele caracteristice tuberculozei. Cum am arătat, 
tuberculoza cobaiului este o maladie cu evoluţie relativ îndelun- 
gată, în timpul căreia animalul nu trebuie să moară prin alte 


infecțiuni. 


Localul de cazare a animalelor trebuie să fie spațios, cu lumină suficientă 
şi posibilităţi de curățire uşoară şi completă. Zidurile vor fi văruite şi tratate cu 
DDT cel puţin o dată pe lună, iar pardoseala va ti periodic spălată cu dezintec- 
tante adecuate (apă de Javel, lisol 5%). GE S 3 

Accesul persoanelor străine sau a animalelor venite din a „par e va 
strict enges care îngrijesc de animale vor trebui să tie erter 
(indemne de tuberculoză), iubitoare de animale şi devotate, oneste; de pre Stai 
de origine rurală, Ele vor fi dotate cu bluze speciale, pe care le vor pur a ; 
cuprinsul crescătoriei, mănuși de cauciuc, cisme de cauciuc, Sort cauciucat, bonete 


şi măști de vată și tifon sterilizabile, 
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EE de animale Vor ti confecţionate din metal inoxidabil, bine închise 
cu grătar și tavă metalică detaşabilă la fund și cu sirmă împletită Ion: iers 
ușor de minuit şi de sterilizat în baie de cresol (sau lizol) 5%. Ele Y à AEN 
ferință, uniloculare (pentru un singur animal), TE obligat 

e Alimentația este de mare importanță pentru sănătatea și durata de supra- 
vieţuire a animalelor ; ea trebuie să cuprindă toate elementele necesare c iției 
fiziologice minimale a cobaiului. Var "ana vé Ga Ale Zë äre condiţiei 

ului. Vara, hrana va consta din iarbă proaspătă (cu 
aport suficient de apă, cobaiul fiind un animal care nu bea), morcovi și de 1—2 
ori pe săptămînă, frunze de varză (fără lucernă !). Iarna, se va da fin uscat, sfeclă 
sau morcovi furajeri și, din cînd în cînd, coji de cartofi. În tot timpul anului 
animalele vor primi piine uscată sau biscuiţi și ovăz (sau orz), În vederea repro- 
ducerii, crescătoria va avea în vedere că cobaiul are o fecunditate redusă. Pentru 
împerechere, se va realiza coabitarea unui mascul cu 5—6 femele, pe o durată de 
o lună. Sarcina durează aproximativ două luni, după care femela naște 1—5 pui, 
care se pot separa de mamă după 2—3 zile. Femelele pot avea trei sarcini anual. 
Pentru inoculări, se vor evita, pe cît posibil animalele femele susceptibile de gestație. 

Orice animal nou venit nu va fi admis în crescătorie, decit după o caran- 
tinare prealabilă de cel puţin o lună de zile. Toate animalele moarte spontan sau 
prematur vor fi autopsiate, notindu-se eventualele leziuni şi încercînd izolarea 
eventuală a agentului cauzal prin hemocultură (metoda puncției cardiace). Cobaii 
vecini celui mort, vor fi obligatoriu carantinaţi, iar cușca cu accesoriile, dezinfectate 
(creolină). 

Toate recomandările sumare expuse mai sus, prezintă o importanță adesea 
decisivă pentru reuşita şi seriozitatea metodei inoculărilor. Ele trebuie respectate 
cu aceeaşi stricteţe, care se impune la orice examen bacteriologic de diagnostic. 


Calea de elecţie pentru inoculare este cea subeutanată 
(fiindcă stabilirea leziunilor se va face după o topograifie-stan- 
dard), mai rar cea intraperitoneală sau intraganglionară. „Un 
ajutor ţine cobaiul cu mîna stîngă de sub axile (între mia 
şi degetul mare), iar cu dreapta laba posterioară enpi 5 
epilează şi se dezinfectează cu tinetură de iod fața pen ară 
a coapsei sting) (faţa internă). Cu o seringă sterilizată (de 5 SCH 
se injectează sub pielea acestei regiuni i2 ml Ee KE 
de cercetat, după care locul injecției este din nou dez Sch kee 
tinctură de iod. Se recomandă să se inoculeze, an aceeaş Ca 
pensie, doi cobai (masculi, de cca. 350 —400 g paeh Kaes 
SE SN > P numai un 
ca prin produse paucibacilare, 5 | ege 

i din doi) și să se facă posibil un diagnostic, 
poe A moare mai înainte de a fi prezentat semne de 
tuberculizare, printr-o infecție intercurentä. KE 

Dacă produsul de injectat a fost supraintectat cu Séng 

j ca abcese și eventual septicemü ta 
panali caro AE Pa ă cesta să fie inoculat o datà cu 
EEN Sec SE Dës micină. Penicilina este toxică 
un antibiotic, de preferinţă cu aureo . 


wb, PI die y- EE Eet 
DEENEN ge 


mm 
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enicilinorezistente, aşa încât acest antihint 

EEN Sdt i ate, aşa incit acest antibiotic nu este de reco- 

D . Pulberea de aureomicină (0,01 g per animal), se ames- 
tecă în prealabil cu produsul de injectat, se lasă în contact D 
Beer de ora, apoi se injectează. Animalele se pun în, borcane 
de stielă acoperite cu capac de tablă cu sită metalică sau în Cal) 
individuale speciale, ușor de dezinfectat. Ele vor fi hrănite, în 
primele 24 de ore, cu sfeclă proaspătă, pe care s-a pudrat în, 
prealabil praf de sulfamidă. Apariţia eventuală a unui abces 


` precoce la locul de injecție, se tratează de asemenea cu sulfa- 
midă în situ. 


Fiecare borcan sau cuşcă va purta eticheta cu identitatea 
animalului respectiv, care are notate : data, numele bolna- 
vului, natura produsului, numele medicului curant, pagina din 
registrul de evidenţă. Pe această pagină, figurează : numele bol- 
navului, data, natura produsului, numele medicului curant, 
numărul cuştii, caracteristicile animalului (colorație, sex, greu- 
tate). 


Animalele vor fi observate zilnic, notindu-se orice modifi- 
care de facies, comportament ete. Dacă produsul injectat a fost 
foarte bacilifer, se observă cum, încă de la finele primei săptă- 
mîni după inoculare, regiunea injectată se împăstează şi — înce- 
pînd cu săptămîna a doua — începe să devină fluctuentă, iar 
la nivelul plicii inguinale se simte, la palpare, un. mic ganglion 
dur, mobil, rulînd sub deget. (Această adenopatie inguinală nu 
trebuie confundată cu cea inflamatorie, datorită vreunei infla- 
mat) cu germeni banali de infecţie secundară, şi care este mult 
mai precoce, rău delimitată, fluctuentă şi supurată). Nodulul 
evoluează, creşte, se ramoleşte şi abcedează sub forma unui 
ulcer fistulizat : şancrul de inoculare, cu buzele deschise, nete 
și care persistă pînă la moartea animalului. Totodată, reacția 
alergică se pozitivează : animalul răspunde cu o reacție netă de 
aspect infiltrativ şi papuloneerotie la injecția intradermică de 
0,1 ml dintr-o diluţie: 1:10 de tuberculină (testul Maison 
(fig. 29). Pozitivarea acestei reacții constituie unul din somos e 
precoce cele mai importante de tuberculoză la cobai. Bana o 
se citeşte pe pielea epilată a animalului (abdomen sau et 
la, 24 și 48 de ore după injectare. Prin precocitatea ei, ea poi An 
în multe cazuri, preciza diagnosticul într-un timp mai se 
al oricărei alte metode biologice de precizie. 

în zilele care urmează, animalul slăbeşte pr gr 
măsură ce infecția se diseminează, ceea ce face necesar € 


ogresiv, pe 
ontrolul 


10 — e, 4989 
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Leieren periodic al animalului 
üle ganglionare, spli i fi o 
Fi g £ e, splina şi ficatul se măresc de volum ei prezintă 
suprafața lor, tuberculii miliari si plaje ataei 
tice. La autopsie, se notează cu ij eate apa Yea 
eidel AAAA Ë- H grije toate aceste alterări ois 
fac trotiuri din puroi bës een 
puroiul ganglionar şi di iuni di j 
2 ' in secțiuni din splină 
care se colorează cu Ziehl-N i i, se perii 
€ -Neelsen. Uneori, se găsesc j 
a colet » se găsesc tuberculi 
Srl at insă prinderea acestora e tardivă, În nici un caz, 
5 reel precoce și masivă a plăminilor la animalul inoculat 
| > Zeg 4 
Geet coapsei, nu poate fi interpretată ca o tuberculoză de 
oculare, ci este rezultatul unei contaminări fortuite pe cale 
aerogenă, de la o sursă infectantă din preajma animalului (îngri- 
jitor bacilar șa.) ; dar, tuberculoza spontană fiind extrem de 
rară, în practică se poate considera ca şi inexistentă. 


Dacă produsul (sputa) a fost foarte săracă în germeni 
(paucibacilară), boala poate avea o evoluţie mult mai largă 
circa 6 luni, iar la autopsie leziunile sînt discrete, necesitind 
adesea pentru diagnostic o reinoculare, la un animal nou, de 
fragmente de organe prelevate după o tehnică specială. 


Tuberculoza cobaiului se poate confunda cu pseudotuber- 
culoza pe care o dă, la acest animal, bacilul lui Malassez- Vig- 
nal, germen Gram-negativ imobil, cu colorație bipolară, şi care 
se dezvoltă uşor pe mediile uzuale. Prezența unei hipertrofii 
ganglionare inguinale satelite, cu ganglioni ramoliți (cazeificaţi) 
şi cu prezenţa de bacili acidoalcoolorezistenţi în frotiurile din 
cazeum, colorate cu Ziehl, este însă suficientă pentru a pune 
diagnosticul de tuberculoză. 


(săptămînal). Pe lîngă hipertro- 


DIAGNOSTICUL DE LABORATOR 
AL TUBERCULOZELOR EXTRAPULMONARE 


1. Tuberculoza renală, se traduce, bacteriologic, prin elimi- 
narea de b.K. prin urină. Prezenţa bacililor în urină inseamnă 
întotdeauna existenţa de leziuni bacilare în parenchimul renal. 
Dacă însă aceste leziuni sînt localizate în regiunea corticală a 
rinichiului şi nu comunică cu căile de exereţie, urinile nu Sie 
bacili ; din momentul în care leziunea parenchimatoasă cap Ze 
acces într-un tub urinifer, baciluria devine pozitivă aproape 1 
toate cazurile. Sg 

Examenul urinei pentru b.K. este relativ simplu. Prole varen 
urinii diferă după cum e recoltată de la bărbat sau de la femeie. 
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La femeie, se face în prealabil toaleta orge 
dezinfectînd „CU permanganat de pota 
reperează orificiul uretral și se introduce în vezică o Aug A5 
rilă (metalică sau de cauciuc). Se r -y vezică 0 sondă ste- 
BER recipient z SE Se recoltează 100—200 m] urină, 
într-un tub de cantitugă doe urina e clară, se centrifughează 

BEE uga steril (eventual după, adăugarea preala- 
bilă a 1—5 ml alcool 50% pentru modificarea densită4 îi) tit e 
de cel puţin o oră la turație de 1 500 t/m. Se înde părtează lichi 
dul supernatant, iar din depozitul obţinut se fac frotiuri care se 
olorează cu Gram (pentru germenii banali) și cu Ziehl-Neelsen 

U u ` edimenteze pentru cîteva ore, se înde- 
părtează supernatantul ŞI se examinează preparatele din sedi- 
ment, Examenul direct al sedimentului poate da o primă indi- 
caţie, aproximativă, dacă este vorba de o tuberculoză renală 
sau de o altă infecţie a căilor urinare. Pentru siguranță, aceasta 
necesită mai întotdeauna completarea cu o însămînțare pe 
medii şi chiar cu o inoculare la cobai. Pentru însămînțare, dacă 
urina nu cuprinde germeni banali, se însămînțează ca atare 
(VI—XII picături pentru un tub cu Löwenstein, cam 8—12 
tuburi) sau cu o suspensie în soluţie salină fiziologică sterilă, 
din depozitul de centrifugare. Dacă e infectată, depozitul se 
tratează în prealabil 15 minute cu acid sulfuric 15% sau, mai 
bine, cu hidrat de sodiu 6%, apoi este spălat (chiar în tubul de 
centrifugă) de trei ori cu soluţie salină fiziologică sterilă şi 
resuspendat final în 4—5 ml soluţie fiziologică sterilă. Din aceas- 
tă suspensie, se însămînțează 6—8 tuburi cu Löwenstein, cu 
cîte X—XII picături de fiecare tub. Inocularea la cobai se face 
injectînd subcutanat, la doi cobai, cîte 1—2 ml urină, dacă 
aceasta e clară şi lipsită de germeni banali (sau cuprinde foarte 
puţini, dat fiind că, pe această cale, cobaiul tolerează injectarea 
unui produs uşor contaminat). Pentru urinile tulburi, se injec- 
tează aceiaşi cantitate, din depozitul tratat în prealabil cu hi- 
drat şi suspendat în ser fiziologie, după indicaţiile de mai sus. 
Tratarea depozitului în vederea inoculării este de preferat să 
se facă cu hidrat de sodiu (sodă) 4%, agitare, incubare 30 de 
minute la 37°0, centrifugare 15 minute şi neutralizarea depozi- 
tului cu HCl 4%. Pentru examenele de urină, însămînțarea Ca 
medii și inocularea la animal prezintă o deosebită importanţă, 
întrucât în aparatul genito-urinar există numeroși acidorezis- 


tenti saprofiţi, imposibil de deosebit prin examenul direct de cei 
patogeni (b.K.), 


ganelor genitale externe, 
siu regiunea vulvară, Se 
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2. Tuberculoza intestinală, rar primitivs. mai: 4 
secundară uneia Ce E e intotdeauna 
zuri — prin eliminări de bacili pe cale anorectală u Wie Pë 
marea majoritate a cazurilor, însă, zenta d A e În 

A i or, insă, prezența de b.K. în ste , 
sau în fecale ţine tot de leziunile pulmonare (înghițirea sp te 
bacilifere) şi mult mai rar de leziunile apărute pi e Be 
hematogenă, pe intestin, E Ee 

„Căutarea b.K. în fecale, în scop de diagnostic, se foloseste 
din ce în ce mai puţin în practică, tinzind să fie înlocuită cu Ge? 
cetarea bacilului în lichidul de spălătură gastrică, Se practic = 
zé ZC adulţi care nu expectorează. Două metode sint de 

a) metoda Ogawa ` se emulsionează într-un mojar cam 1 g 
fecale cu 15 mltripaflavină în soluţie 1%. Se filtrează prin tifon 
şi se adaugă, la filtrat, o cantitate dublă de acid sulfuric 1%. 
Se lasă în contact o oră, apoi se centrifughează, se îndepărtează 
(decantează) lichidul supernatant, şi se cercetează depozitul 
(frotiu, însămînțare, inoculare) ; 

b) metoda Venot- Moreau : se culeg materiile fecale, emise 
spontan, într-un vas steril şi se amestecă bine cu o baghetă de 
sticlă. Se iau din amestec 50 g şi se pun într-un mojar (dacă 
sînt lichide, se tratează cu sare : 20 g-NaCl pentru 100 g fecale). 
Fecalele se triturează cu o baghetă, adăugind, puţin cîte puțin, 
dintr-o soluţie de clorură de sodiu 25%, pînă ce se capătă o 
suspensie semilichidă. Se trece prin tifon steril (pentru a se 
îndepărta resturile de celuloză etc.), apoi se pun în două tuburi 
de centrifugă (pînă la 2/3 din înălțimea acestora). Se echilibrează 
precis tuburile, după care se adaugă în fiecare tub cîte 2 ml 
dintr-un amestec în părți egale de eter sulfuric şi ligroină. Se 
agită puternic tuburile (astupate ermetie !) pentru a emulsiona 
ligroina, apoi se centritughează 10 minute la 500 t Im, La partea 
inferioară a eterului se formează o zonă de culoare cenușie 
(1—2 mm grosime), care conține aproape totalitatea bb. ce 
s-ar găsi eventual în fecale. Se prelevă o mică parte din această 
zonă, cu o ansă de platină recurbată sau cu o spatulă, şi se în- 
tinde pe lame curate, tratate în prealabil cu albuş de ou acetic 
(preparare ` se agită energic albuşul unui ou, timp de sitera 
minute, cu un amestec de 150 ml apă distilată + 3 e d 
acetic ; se filtrează; se obţine un lichid albuminos, care se 


conservă indefinit). 
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- Din cauza prezenței posibile 
în fecale, se impune o mare prudent 


de acidorezistenți saprofiti 
buie făcute culturi după metoda 


ă în darea rezultatului (tre- 


specială cu orto-oxichinoleină 
ECH d netod: Ar 0-oxichinoleină,). 
Căutarea b.K. în spălăturile gastrice tinde să, gata 


din ce în ce mai mult examenul fecalelor. Se , 
un tubaj gastric, introducîndu-i în pa A 
sondă gastrică sterilă , prevăzută la capătul liber cu o pilnie 
de sticlă. Ținînd pîlnia la nivelul gurii bolnavului, i se introduce 
repede, prin sondă, conținutul unui pahar cu apă călduță (sau 
bicarbonatată 2%). Se lasă apoi în jos capătul cu pilnia, pentru 
a realiza un sifon, şi se recomandă bolnavului să facă, în acel 
moment, un efort de vomitare. Lichidul care vine prin sondă 
este cules într-un pahar mare sau într-un lighian (oală) steril. 
Se extrage sonda şi se recomandă bolnavului să tușească „din 
piept”, spre a expulza şi eventualele mucozități, împreună cu 
restul de spută. Lichidul de spălătură este transvazat într-un 
pahar Berzelius steril, acoperit cu o placă Petri şi lăsat să 
depună pînă a doua zi (pentru un rezultat mai rapid, se poate Şi 
centrifuga). Se îndepărtează lichidul supernatant şi se face exa- 
menul bacteriologic complet al sedimentului (frotiu direct, 
omogenizare, flotaţie, însămînțare, inoculare, după procedeele 
indicate). Sonda gastrică poate fi introdusă şi după ce se dă în 
prealabil bolnavului să bea un pahar cu apă călduţă, pe care o 
va voma imediat după introducerea sondei în stomac. Dacă 
bolnavul nu poate ,„înghiţi” sonda, din cauza reflexelor de vomă, 
se recomandă să i se anestezieze regiunea rinofaringee, cu o 
soluție de cocaină 5%. | 
3. Tuberculoza meningee, necesită căutarea b.K. în lichidul 
cefalorahidian Uert, Examenul bacteriologic al lichidului tre- 
buie făcut paralel cu cel citologic şi biochimic (numărarea ele- 
mentelor, glicorachia, elorurile). EE 
Se extrag aseptic, prin puneţie lombară sau suboccipitală, 
10 m11. c.r. în două tuburi de centrifugă sterile. Se centritughează 
o jumătate de oră la turație mare (5 000 t/m), se E 
complet lichidul supernatant dintr-un tub, Seck Ee, 
chid limpede deasupra, în celălalt. Din depozitu DRAEN ae 
fac trei frotiuri (unul se va colora cu Gram, pentru flora banală, 
aeren -citologie, şi al treilea cu Ziehl-Neelsen 
altul cu Giemsa, pentru citologie, și al il D emuk 
s e i istenți). Depozitul celui de al doilea tub, emul- 
pentru acidorezistenţ REDER ă pe: 8—10 tuburi 
sionat în propriul său Let, se insam nţează pe: 


cu Löwenstein (câte X—XII picături de fiecare tub), 5—6 tuburi 
cu geloză înclinată 2 9% (pentru flora 


de asociaţie), iax restul de 
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lichid se injectează subcutanat (cîte j 
mandabil ee serata be e iu Ge doi cobai. Este reco- 
să fie făcută în tuburi speciale tip E ( jli centrifugarea Lez, 
cu fundul plan şi detașabil) : se pune i Dee Su rice, inoxidabile, 
melă circulară, pe care se va î pune în prealabil pe fund o la- 
culară, pe care se va depune depozitul de centri: 
(care, de regulă, în cazul l.c.r. este fos E in r Es 
EE Aas SĂ oar te redus și aderă greu) 
Dacă depozitul obtinut este ee d paal E 
„în picătură”, punînd pe fiecare Ke 3 PO o Ea i ` preparaji 
la, termostat pînă se usucă ; se fixează cu GE Le e SE 
rează. Cînd nu se poate obţine nici un depozit iet Se? Sale: 
Ger cu SEN picături de acid sulfosalicilie 200. Ven palti 
e amoniu saturat. 0,5—1 ml), apoi s Lë Thacă 
există o floră de asociaţie ege E pri 
furic, se neutralizează cu hidrat de sodiu în prezența, tincturi 
de turnesol după procedeul cunoscut şi numai după aceea SS 
însămînțează şi se inoculează la animal. SG 
Cercetarea Ler. este importantă în cursul tratamentului 
cu streptomicină, în cursul căruia frecvența b.K. în lichid scade 
rapid ; se impune deci a se practica cultura şi inocularea la ani- 
mal cu prima probă de lichid cules (altfel, diagnosticul diferen- 
tial cu o meningită limfocitară netuberculoasă devine imposibil). 
Pentru cultură, trebuie:ca, după centrifugare, depozitul să fie 
reluat în puțină- soluție salină fiziologică şi nu chiar în 1.c.r. 
(spre a se elimina cît mai mult posibil antibioticul). Totodată, 
trebuie de avut în vedere că administrarea de streptomicină 
provoacă adesea o reacție cu polinucleare, care nu trebuie con- 
fundată cu infecția secundară. 


4. Puberculozele seroaselor cu revărsări lichidiene (lichid 
pleural, ascită, hidrartroze, hidrocel etc.) se diagnostichează 
bacteriologic după o tehnică asemănătoare cu aceea pentru 
l.e.r. Se prelevă aseptic, în tub steril, 10 —15 ml lichid ; se no- 
tează aspectul în momentul culegerii şi în momentul sosirii la 
laborator (unele lichide tulburi sedimentează şi devin seropuru- 
lente, altele floculează sau coagulează). Aspectul lor poate D: 
citrin (seros sau serofibrinos), tulbure, purulent, chiliform sau 
hemoragic. Uneori este indicat să se ia de îndată pH-ul, care cu 
timpul crește, pierzîndu-și semnificaţia. Practic, lichidele citrine 
sînt de regulă sărace în celule și în germeni, or chiar aseptice. 
Acelea seropurulente sau purulente sînt mult mai bogate şi, 
adesea, ajunge un simplu frotiu. Pentru prima categorie de li- 
chide, este indispensabilă centrifugarea (o jumătate de oră la 
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5 000 t/m) spre a colecta celulele si rarmarii EE 

şi fixate, se colorează cu Ge, ti, EE EE intinse 
aspectul citologic și flora bacteriană, Se insămințează Sa Ca 
un tub cu bulion-ascită-ser (pentru a se verifica sterilitatea) 
ȘI un altul cu geloză-ascită-extract globular (în vederea, Kë 
separări a germenilor) ; uneori este indicată şi însământarea în 


geloză profundă (pentru anaerobi). Pentru depistarea bacili 

tuberculoşi, dacă lichidul nu conţine germeni ban ali, E erer 
țează direct cu pipeta Pasteur, 6—8 tuburi cu Löwenstein (câte 
X—XII picături de fiecare tub) şi se incubează la termostat, 
în poziție înclinată. La lichidele contaminate, se adaugă soluție 
sterilă de citrat de sodiu 10% (cîte 1 ml pentru 10 ml lichid) ; se 
centrifughează, iar depozitul obținut se tratează cu acid sulfuric, 
după procedeul cunoscut. Pentru cultura epangamentelor pleu- 
rale, se foloseşte mediul peptonat al lui Buc (mediu de elecție). 

5. Tuberculozele miliare în faza diseminării hematogene se 
pot uneori depista bacteriologic, prin două metode : hemocultura 
şi puncţia sterilă, 

Pentru căutarea b.K. în sînge (hemocultură, metoda Tuna- 
ru) : se recoltează aseptic, prin puncţie venoasă, 3 ml sînge în- 
tr-un -balonaş (Fourneau) de 150 ml, care conține 18 ml acid 
sulfuric 1% în apă fiziologică. Se lasă o oră la termostat (38°C), 
apoi se adaugă 2 ml dintr-o suspensie sterilă de carbonat de mag- 
neziu 3%. Se agită energic şi se lasă încă 10 minute la termo- 
stat, după care tot amestecul se însămînțează într-un balonaș 
cu mediu Sauton. Începînd cu ziua a şasea, b.K. devin vizibili 
în frotiurile prelevate din Sauton, sub forma unor filamente 
(zooglee), iar coloniile vizibile macroscopic apar din ziua a 20-a 
sub forma unor mici grunji albicioşi, dispuşi la suprafața, pra- 
tului cărămiziu de la fundul balonașului ; ei cresc luînd aspectul 
de „miez de pîine la fundul unui pahar de ceai”. Dacă nu apar 
colonii macroscopice, se pot face treceri pe Lowenstein. Balo- 
naşele trebuie uneori ţinute sub observație pină la Sec NEEN 
mai înainte de a afirma un rezultat negativ (timpul mediu de 
observaţie fiind 6 săptămîni). : 

Căutarea b.K. în măduva sternală se face ae an 
de tuberculoze miliare, în le e Ee, š ze San 

negative. Se PR oa e E ticlă de ceasornic sterilă. 
iar produsul de puncţie se pune într-o sticlă ce (e $ 
ent lui, se prelevă (cu acul seringii) porțiunile gi 
7 două frotiuri : unul mai subțire, 
soase de măduvă şi se fac dou 


eegene SEN 
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Si colorează cu May-Griinwald- Giemsa pentru citologia mielo- 
Sramei, şi celălalt, mai gros, care se colorează cu Zieh] pentru 
acidorezistenţi. Restul produsului se însămînțează pe Löwen- 
stein şi — eventual — se inoculează la cobai. i 

D Tuberculoza genitală la femeie, se poa 
teriologic prin căutarea b.K. la nivelul mucoasei uterine. În 
acest Scop, se practică o biopsie a endometrului prin raclarea 
mucoasei, iar produsul de raclaj este tratat; 24 de ore cu hidrat 
de sodiu 4%, urmat de centrifugare şi însămînțarea depozitului 
pe Löwenstein. Se poate folosi, în locul raclajului, sîngele mens- 
trual, prelevat cîteva zile la rînd cu seringa şi tratat în mod 
analog. 

La bărbat, sperma — recoltată prin coit întrerupt, într-un 
prezervativ sterilizat prin fierbere — este tratată cu hidrat, 
centritugată şi depozitul, spălat cu soluţie salină fiziologică, se 
însămînțează pe Lowenstein-Jensen şi se inoculează, eventual, 
şi la cobai. 

1. Tot în cadrul depistării bacililor tuberculozei în produsele 
patologice, este util să amintim şi procedeele de punere în evi- 
denţă a b.K. în laptele provenit de la vaci suspecte de tuberculoză 
(mamită tuberculoasă), care ar putea infecta în special copii 
mici. Redăm tehnicile care s-au dovedit mai eficiente în practica 
noastră : 

a) Se iau 50 mllapte şi se centrifughează o jumătate de oră 
(3 000 t/m); se îndepărtează supernatantul, iar depozitul obți- 
nut se tratează cu un volum egal dintr-o soluție decinormală 
de sodă şi cîteva picături de tinctură de turnesol. Se amestecă 
bine totul şi se lasă o jumătate de oră la termostat, apoi se neu- 
tralizează cu o soluţie decinormală de acid clorhidric. Se centri- 
fughează din nou şi depozitul de centrifugare se cercetează în 
frotiu (coloraţie Ziehl) şi se însămînţează 10 —15 tuburi cu mediul 
Löwenstein. ege 

b) Se iau 100 ml lapte şi se centrifughează o jumătate de 
oră la 4 200 t/m; se îndepărtează zerul şi crema. Se Ste 
depozitul obţinut în 8 ml dintr-un amestec — Geer o 
poraneu — de 5 ml soluție 0,1% de tripaflavină Be SNE 
15%, de antiformină, lăsîndu-se în contact E es z 2 de 25 
la temperatura camerei. Se centrifughează din od D Zä 
de minute la 4 800 t/m. Se formează un mic li lar S eeh 

tantul, limpede, este acoperit de o peliculă foarte fină, cup d 
zină numeroşi bacili (dacă sînt). Lichidul se evacuează prin a 
piraţie (eu ajutorul unei pipete cu bulă), în aşa fel încit pelicu 


te diagnostica bac- 
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fină să se aplice pe fundul și pe pereţii tubului Atunci s 
D ml soluţie 0,25%, de acid sulfuric. EE 

S v49 mn de acid sulfuric, se agită şi se lasă 
o Jumătate de oră. Se centrifughează iarăși 20 de m 
t/m). Evacuarea lichidului se face i 
superficială. Amestecul acestei 
pe mediul Löwenstein. 

d d AL ç . 

20 m] BEE (de 50 ml, sterile); se adaugă în fiecare tub alţi 
2 r-o soluție alcoolo-amoniacală (amestec din: un 
litru alcool de 80° şi 120 ml amoniac pur), agitînd uşor, pînă ce 
se face un amestec omogen. Amestecul se lasă două ore la tem- 
peratura camerei, după care e centrifuga îndelung (o oră) la 
turație mare (5—6 000 t/m). Prin aceasta facem ca grăsimile 
să se adune la suprafața lichidului, sub forma unui disc consis- 
tent ; laptele devine opalescent (cazeina se solubilizează), iar 
densitatea lui scade. Bacilii tuberculoşi se găsesc adunaţi în 
depozitul de centrifugare. Se decantează (cu o pipetă cu bulă 
neefilată) discul de grăsime şi lichidul supernatant şi se fac fro- 
tiuri pe lame, din depozit. Frotiurile nu se fixează la flacără, ci 
sînt lăsate să se usuce la termostat, în cutii Petri, apoi sînt fixate 
cu alcool-eter şi colorate cu Ziehl-Neelsen. Depozitul se emulsio- 
nează în 6 ml apă distilată sterilă, emulsia neutralizindu-se 
cu acid clorhidric decinormal, în prezența tincturei de turnesol, 
şi este însămînțată apoi pe Löwenstein (cîte 0,5 ml de tub); 
dacă este posibil, se inoculează şi doi cobai, pe cale subeutană, 
cu cîte 1—2 ml suspensie. 

Metodele de cercetare a b.K. expuse, este necesar să fie 
executate în toate laboratoarele de sanatoriu sau dispensar de 
specialitate, dat fiind că materialul folosit — cu excepția ani- 
malelor (cobai) — este relativ uşor de procurat, iar o bună 
înzestrare cu asemenea material îşi găseşte întreaga justificare. 
Pentru a ilustra această necesitate, amintim că, după cercetări 
recente, un bolnav care elimină în 24 de ore 50 ml spută, Ian 
pune în libertate pînă la 250 mg bacili. Dacă E Ss e 
1 mg cultură bacilară cuprinde pînă la 100 mi nany ger de 
rezultă că un tubereulos cu leziuni deschise poate e 000 000 000 
numai 24 de ore — cantitatea formidabilă de 25 00 

eg 'că pentru ce, în centrele aglomerate, 
bacili. Aceste date explică pe su S E 
ou di latia adultă este infectată cu bacilul tuber 

peste 90% din populația 


culozei. SE e 
În încheiere, credem util gü, preciz 
portante care se pun în practică, în leg 


adaugă 
În contact 
( minute (4 300 
respectind noua peliculă 
a cu depozitul se însămințează, 


m două probleme im- 
tură cu diagnosticul 
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bacteriologic al ftiziei şi anume : a) dacă există tuberculoze 
închise”, în care — deşi prezența leziunilor active este sigură, — 
punerea în evidenţă a bacililor nu se poate face, şi b) dacă se 
pot găsi bacili ai tuberculozei la indivizi care nu prezintă semne 
de tuberculoză diagnosticabilă clinic. 

La prima problemă, răspunsul este negativ. Ftizia fiind în 
esență un proces de alveolită, leziunea are căi de comunicaţie 
în bronşii şi punerea în evidenţă a b.K. în produsele de elimi- 
nare — oricît de minime ar fi ele — este realizabilă în toate 
cazurile. Aceasta însă necesită două condiţii : repetarea cît mai 
frecventă a examenelor și executarea lor în serie. Astfel, devine 
posibil şi diagnosticul formelor celor mai paucibacilare, ca şi 
al acelora cu eliminări bacilifere intermitente. Trebuie însă puse 
în joc toate metodele expuse, în ordinea sensibilităţii lor crescînde : 
frotiul direct, procedeele de omogenizare, însămințările pe medii 
elective şi inocularea la animalul sensibil (cobai). S-a constatat 
că, prin frotiurile directe, repetate şi seriate, se pot depista 
aproximativ 75%, din cazurile de tuberculoză. Dacă se adaugă 
şi metodele de omogenizare, procentul poate ajunge pînă la 
90%, iar cu ajutorul însămînţărilor şi inoculărilor la cobai — 
repetate și seriate — se atinge un procent de 100 Do depistări. 

În ce priveşte cea de a doua problemă, trebuie știut că exis- 
tenta unei baciloscopii pozitive, la indivizi în plină sănătate 
aparentă, confirmată clinic și radiologic, este SE 
în cazurile aparent pozitive, produsul patologic este contamina 
adesea cu acidorezistenţi saprofiţi sau paratubereuloşi şi cu mult 
mai rar cu b.K. virulenţi. Contaminarea unui produs lipsit la 
emitere de bacili, cu bacili tubereuloşi este posibila, în Kg 
unor neglijenţe sau erori de tehnică, mai ales prin fo ERR 
ventă a aceloraşi recipiente de sticlă, insuficient cură fi SC Se 
examene numeroase în serie. Dar identificarea aces Sg psuri, 
asigură întotdeauna excluderea unor erori regre . 


CAPITOLUL XIII 


REACȚIILE SEROLOGICE ÎN 
DIAGNOSTICUL INFECȚIEI 


BACILARE 


Dat fiind faptul că imunitatea antituberculoasă, conform 
cu cele mai noi cercetări, pare să aibă un suport primordial 
celular, este explicabil pentru ce prezența, anticorpilor specifici 
în ser s-a arătat a fi, în tuberculoză, fără legătură directă cu 
rezistenţa, față de infecţie. Într-adevăr, s-a demonstrat că serurile 
cu titruri foarte înalte de anticorpi, nu conferă nici o protecţie 
manifestă față de infecţiunea bacilară virulentă, nici pentru orga- 
nismul care le elaborează și nici pentru acela căruia i-ar fi trans- 
ferate. De aceea, anticorpii tuberculoşi sînt consideraţi astăzi 
doar ca teste de infecțiozitate, putînd confirma, existența unei 
infecţii bacilare, fără vreun raport precis cu gradul de imunitate 
al organismului infectat. În acest sens, căutarea şi dozarea 
acestor anticorpi prezintă interes pentru : 

— depistarea precoce a infecțiilor fără semne clinice de 
boală, mai cu seamă în cazurile în care testele tubereulinice nu 
sint îndeajuns de concludente (reacţii dubioase, indivizi cu 
reactivitate alergică cutanată deficitară, „nereactori” etc.) ; ; 

— în cazurile de anergii fiziologice (sarcină, bătrîneţe înain- 
tată) sau patologice (boli „anergizante” ca gripa, rugeola, tusea 
convulsivă, febra tifoidă, tubereulozele foarte avansate etc.) ; 

— pentru controlul SEN eeng cu B.C.G. ca 

imentar al probelor tuberculinice; ` = 
E ere diagnostica diferenţial dintre infecții cu tablou 
clinic asemănător (granulie — tifobaciloză — febră tifoidă — 
A EN aug RT a anticorpilor tuberculoşi se poate face 
pe trei căi și anume: — lui 

— prin reacţii de fiare a complementului, + 

— eră eg: de hemaglulimare şi hemoliză condiționată, 


— prin reacţii de „dublă difuzie” în gel. 
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„1) Reacţiile de fiware, tolosese ca 
antigenul Besredha (preparat din c 
elt Ze h EE fie, mai bine, antigenul, metilic. Acesta, din 
e E superior — prin fixitatea at durata lui de con- 

rvare — tuturor celorlalte antigene încercate, așa, cum rezultă 
din tabelul nr. 8, care se referă la titrarea anticorpilor dintr-o 


probă de 0,1 ml ser specific, în pr j j 
l 9 ezenţa unui exces de 
antituberculos. ; g See 


„antigeni fixatori” fie 
ulturi pe mediul cu ou preco- 


Tabelul nr. A 


a 


Numărul Cantitatea 
Antigenul încercat dozelor mini-| de antigen 
| me fixate (ml) 
EE et 
Extract etilic direct 8 0,1 
Emulsie de B.C.G. (1 mg/ml) 36 1,0 
Extract apos peptonat 40 0,1 
Extract etilic după trat. cu acetonă 40 0,1 
Extract metilic după trat. cu acetonă 60 0,1 
Antigen Besredka 60 0,3 


Tehnica reacției, este cea recomandată de Calmette şi 
Massol ;ea necesită trei serii de tuburi (tabelul nr. 9): o primă serie 
de 5 tuburi, cuprinzînd o cantitate fixă (0,2 ml), ser de cercetat 
inactivat (30 de minute la 56°C) şi o cantitate fixă (1 ml) antigen 
metilic diluat (1 : 20); o a doua serie (de 3 tuburi) cuprinde 
aceeaşi cantitate (0,2 ml) de ser ca și prima şi serveşte ca martor, 
iar a treia serie (de 3 tuburi) cuprinde o cantitate fixă de antigen 
(1 ml), serveşte ca martor pentru antigen. În toate tuburile, se 
adaugă cantităţi creseînde de alexină, începînd cu doza minimă 
şi se completează pînă la un volum total de 2,5 ml cu soluţie 
salină fiziologică, agitînd fiecare tub în parte. Tuburile sînt 
puse apoi la termostat (37*C) timp de o oră, după care se adaugă 
în fiecare tub cîte o picătură dintr-o suspensie de hematii spălate 
şi o cantitate de ser hemolitic echivalentă cu de 2—5 ori doza 
minimă activă. Tuburile se agită din nou, sînt ţinute la 37*C şi 
apoi cercetate după o jumătate de oră. ` ei 

Tehnica necesită cîteva mici precauții : antigenele metilice 
prezentînd, la rece, precipitate mai abundente, trebuie ţinute 
la 45 —50°C pînă la redizolvarea lor. Soluţia alcoolică de antigen 
metilic se adaugă peste soluţia fiziologică, la început eege 
cu picătură, apoi din ce în ce mai repede. Puterea AD dion 
mentară a antigenului este practice neglijabilă : ea dispare chiar 
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numai prin acțiunea serului normal încălzit. Se vor considera ca 
poztitve numai acele seruri care fixează o cantitate de alexină 
superioară aceleia fixată în tuburile-martor (numai cu ser), 
În general, dacă se notează cu V volumul serului de cercetat 
care deviază n doze minime de alexină, numărul dozelor de 
alexină fixate de unitatea de volum de ser (ml), este dat de 
aportul n/V. Compararea diferitelor seruri, prin folosirea 
aceluiaşi antigen. şi aceluiaşi sistem hemolitic, se face prin sta- 
bilirea numărului de unităţi de alexină pe care le fixează. 
Tabelul nr. 9 schematizează această reacţie. 


Tabelul nr. 9 


Antigen | Alexină di-| Soluţie 


metilic |luată 1:15| salină «| Ser hemolitic 
Hematii |5 doze minime 


Ser in- 
Tuburi activat 


(diluţie | (0,1 doză | fiziologică 
(mi) | 1:20) | minimă) (ml) (mi) 
Eeer EP Ic e a E 09 RRC aa 
1 0,2 1,0 0,1 1,2 I 0,1 
2 0,2 1,0 0,2 11 I o1 
3 0,2 e, e 1.0 I 01 
4 0,2 1.0 0.4 0,9 I 01 
5 0,2 10 0,5 0,8 I 01 
S4 0,2 5 0,1 2,2 I 0,1 
Sz 0,2 = 0,2 2,1 I 01 
z 0,2 z 0,3 20 I o1 
n CES 1,0 0,1 1,4 I 0,1 
IN FE 1,0 0,2 13 i 01 
D ZE 1,0 03 12 I o1 


În general, serul tuberculoşilor evolutivi fixează comple- 
mentul, în prezența antigenului metilic, într-o proporție Ge 85 Jo 
din cazuri, ceea ce denotă o specificitate apreciabilă. Geh 
serurile provenite de la luetici dau false reacţii pozitive cu aces 


antigen, într-o proporție însemnată din cazuri. În d Dede 

infecțiile bacilare oculte, rezultatele sînt pozitive ZS o ES 

de alexină (1—2 unităţi). Dacă însă fixarea se peo Rite eben 

3—4 unităţi de alexină, concomitent cu O r.: Toa pia 

există o mare probabilitate pentru SE ma e TEN 

lutive. În aprecierea rezultatelor, trebuie sä se e Së 
— serurile vechilor bacilari pot conţine anticorp 


Tungat după vindecarea clinică a boalei; 


158 
INFECȚIA CU MICOBACTERII 


— unii bolnavi cu leziuni iye ` 

; e active pot preze 

TI d H .. Fi pi ` d nta în, ge 

ioade din evoluţia bolii, o lipsă totală de anti unele pe: 

fixatori ; ICOTpi gerici 
— anticorpii fixatori tind să di ă di 

A Ki bt. d K | 
minală a bol dispară din ser în perioada ter- 


2) Reacţia de hemaglutimare (Mi 
cină pe orupileketea nul me? 
alabil un extract bacilar de natură polizaharidică i 
aglutinate în prezența serurilor provenite dè la DEE 
cu bacili tuberculoşi. Extractul polizaharidie poate fi obținut, 
fie din mediile de cultură sintetice (Sauton), în care au crescut 
bacili tuberculoşi *), fie chiar din corpii bacilari omoriți prin 
căldură * *) (antigen endobacilar) * ** ). 


Tehnica reacției constă în următoarele : 

a) se dizolvă 20 mg polizaharid din mediu sau 2,0 mg poli- 
zaharid endobacilar liofilizat, în 10 ml soluție fiziologică - 

b) se „adaugă acestei soluţii 0,5 ml hematii de om erop 
Oa B), spălate în prealabil de trei ori cu apă fiziologică. Dacă 
se folosesc hematii de oaie, este necesară adsorbţia aglutininelor 
naturale de specie din serurile de cercetat prin două contacte 
succesive, de cîte 20 de minute, cu cîte 0,1 ml hematii normale, 
pentru fiecare ml ser de cercetat (diluat 1 : 2); se agită bine; 


c) se incubează amestecul, timp de două ore, într-o baie 
cu apă menţinută la 37*C, agitînd cît mai des (spre a menţine 
hematiile în suspensie) ; 

di după acest termen, suspensia se centrifughează, super- 
natantul este îndepărtat (dar nu se aruncă, el fiind capabil să 
„sensibilizeze” un nou volum de hematii normale), iar depozitul 
de hematii se spală de 2—3 ori cu soluţie fiziologică, după care 
se suspendă în 100 ml soluţie izotonică 0,85%; din această 
suspensie (0,5%), se adaugă cîte 0,5 ml la fiecare diluţie de ser ; 


( ook-Dubos, 1948) se 
iilor, care au „adsorbit” în 


*) Acest polizaharid se obține din filtratele de cultură concentrate prin 
evaporare la ventilator electric şi la 40* (1/10 din volumul iniţial), dializă, pre- 
- cipitarea proteinelor cu acid _tricloracetic (q.s.p. 4%) urmată de redializarea 
soluţiei rămase și evaporarea ei în vid fosforic la 37°. d l 

**) Acest polizaharid „endobacilar”, se extrage din corpi bacilari omorìțì 
şi tratați cu fenol și metanol. BI r 

j Pasteur din Paris) şi o 
+**) Ca „antigen sensibilizant” se poate folosi (Inst. 
Deet extrasă din tuberceulina LEE See Së 
mele de Tractiune St, Antigenul se obţine dizolvind 0, 
Sien ml edi (2,178 g PO + 19,038 g PO,HNas.12 H,O + 7,200 g 
NaCl + apă distilată ad 1000 ml), la pH: 7,2. 
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f) la fiecare diluţie de ser (0,5 ee 
suspensie de hematii Riich be Ge ml 
prepară cîte două tuburi martore : unul cu 0.5 ml dil SEA e 
ser de cercetat JS 0,5 ml suspensie hematii normale Gap ot 
bilizate), şi al doilea cu 0,5 ml soluţie fiziologică + 0,5 Lët 
pensie hematii sensibilizate (antigen). Se incubează totul i 
de două ore la 37*0 (termostat), după care se face citirea rinta 


Din cercetările noastre, rezultă că un titru hemaglutinant 
superior la 1 : 64 indică, într-un procent ridicat de cazuri (cca 
80%), o reacţie pozitivă, traducînd existenţa unor focare active. 


Reacţia de „„hemoliză condiționată” este o modificare a celei 
precedente, capabilă să-i mărească sensibilitatea. Ea diferă de 
prima doar prin adăugarea de ser de cobai saturat (alexină). 


Alexina (ser proaspăt de cobai) se diluează 1 :3 cu soluţie 
salină fiziologică, apoi se adaugă hematiile de oaie în proporție 
de 1/15 din volumul obţinut. Se lasă în contact 10 minute la 
+4°C şi se centrifughează, repetîndu-se încă o dată operația. 


Pentru titrarea alexinei, se pot folosi două procedee : 


— cu un ser etalon (ser pozitiv cu! titru cunoscut), în două diluţii : una (A) 
care dă o hemoliză totală sau subtotală, şi alta (B) de două ori mai mare care 
dă o hemoliză slabă sau nulă ; se lasă o oră la 37°C (baie cu apă), agitind la fiecare 
sfert de oră ; valorile diluţiei de folosit, corespund unei doze minime hemolitice ; 

— cu un ser hemolitic antioaie : se lasă o jumătate de oră la 37* (baie cu 
apă), agitînd la fiecare sfert de oră ; valorile diluției de folosit corespund la cinci 
doze minime hemolitice (diluţia optimă este cel mai ades 1/3). 


Alexina titrată se adaugă în fiecare tub în volum de 0,05 ml. 
Se lasă o oră la baie cu apă (37*C), agitînd din cînd în cînd, apoi se 
citeşte : reacția este considerată pozitivă dacă se produce hemo- 
liză la o diluţie de cel puţin 1 : 8. 

Ambele reacţii se completează reciproc. În clinica umană, 
superioritatea reacției de hemoliză condiţionată a fost demon- 
strată de Gârnez-Rieux şi Tacquet (antigen: tubereulina 
purificată 1.P.48), aşa cum rezultă din tabelul nr. 10. 


| Tabelul nr. 10 
EE 


Rezultate pozitive 


Reacţia sănătoşi | tuberculoşi 
10% 61,3% 
Hemaglutinare | 12 D | 82,4% 


Hemoliză condiționată 
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de E "e de „dublă dif uaie” în gel, introduse 
C y Și Oudin, pentru analiza imunologică a antige- 
nelor (mai cu seamă a toxinelor microbiene) şi pentru dëte Fy e 
anticorpilor serici, sînt reacţii de precipitare extrem gasi. 
bile, care se produc la contactul dintre antigen şi anticorp, după 
"lte dat SE prin geloză neutră. În infecția 
| să, aceste reacţii au servit pentru studiile asupra rapor- 
turilor antigenice dintre micobacterii, prin detectarea anti- 
corpilor umorali specifici faţă de diferite antigene micobacte- 
riene (Parlett şi Youmans, 1956 —1958) și pentru punerea în 
evidență a acestor anticorpi în serul animalelor infectate (iepuri), 
folosind ca antigene suspensii de micobacterii vii, de diferite 
tipuri (Parlett şi Youmans, 1958 ; Rheins, Burrell şi Birkeland, 
1956). Prin această tehnică, s-au putut obține peste şase inele 
de precipitare diferite, corespunzînd. la şase categorii de anti- 
corpi umorali diferiți față de Mycob. tuberculosis. Reacţia a fost 
cercetată şi la om, cu seruri provenite de la cazuri de tuber- 
culoză evolutivă şi cu antigene preparate din filtratele de cul- 
tură pe medii sintetice de bacili tuberceuloşi, cu rezultate inte- 
resante (Parlett şi Youmans, 1959 ; Alshakhoun şi colab., 1960; 
Thurston şi Steenken, 1960). 

Tehnicile folosite pentru efectuarea acestei reacţii în sero- 
logia tuberculozei sînt : a) fie tehnica lui Ouchterlony, în plăci 
Petri cu geloză, în care serul de cercetat şi antigenele se depun 
în mici cupule, tăiate în agar ; b) fie după metoda Oakley, mo- 
dificată de Parlett şi Youmans și simplificată pentru uzul curent 
de Greene şi colab., pe care o recomandăm și noi. 


în imunologie 


Í= 


ă ică se poate executa după cum urmează (fig. 37) : : 
SE de CES înguste, foarte bine spălate în prealabil şi avînd 
diametrul interior de 3 mm (3 x 100) și pe a căror perete intern se gepune 
prealabil un strat (film) subțire de agar 1—2 %, se introduce annee ERE a 
tanță de 3 cm de la fund. Antigenul este reprezentat de un filtrat SR 
în mediu sintetic (Sauton) de bacili tuberculoşi virulenţi de tip uman, €C 


prin evaporare 1: 10 şi sterilizat prin ultrafiltrare. El se amestecă în prealabil 


(în părţi egale și în proporţie de 2: 1, pentru eliminarea SS gA aer 
on- i t, pH 7,4, în baie cu apă la VW ă 
EE 3 Ee f tub. După solidificare, se introduce 


introdus, cu o pl : că 
SE SS strat de 0,5 cm agar 2% (în tampon-barbiturat), peste care se I 


ci Int 
adaugă un al treilea strat (3 em) din serul de cercetat. Tun i apa e SE 
introduse într-un recipient curat și acoperit, şi se lasă la N 


- iecare 24 de ore. EE Eer 
GERARDI se face la întuneric, pe un fond negi u, El ere EN ag 
d So să cadă oblic din spate. Notarea benzilor de precip 

e 


ă i li i cu (0 
fece zilnic, însemnind fiecare bandă cu (+) şi lipsa de benzi cu (0) 


Wie dia) 
w SE (ra 
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Metoda d H H ( J 
, este cum se vede, si ñ si ită 
Ba ermite ) d | Oe "a dA po , $ Wë) i nu necesită material greu de procurat 
Į Li etectare Ag corpilor tu Jerculogi într-e j ți Í 5 i 
tks i fren té ; vi bk ) proporție mai inse mnată 
H c lor lalte reacţii serolo ic j si H (6 C 0 ns j ate 
Ce ît ù tu d LO LA 5 gice folos ite în acest sc > sensibilits 
NW 0 SI ecific itate remarcabil / "Vi y | £ icorpi ici re KR e (opt: d, zs 
și spe t t D, itru anticorpilor serici astfel detectaţi este direct 


Fig. 37. -- Reacţii de precipitare în gel în diagnosticul tuberculozei, după 

metoda Greene (stratul de geloză + antigen la partea inferioară, cel de agar 

la mijloc și cel cu serul de cercetat deasupra). Se observă : trei benzi de pre- 

cipitare în tubul (7), două în tubul (2), nici una în tubul (3) și una singură 
în tubul (4) 


proporţional cu intensitatea inelelor de precipitare formate. El este întotdeauna 
mai ridicat în serurile provenite de la cazuri de tuberculoză evolutivă, decît în 
cele provenite de la cazuri de infecţii clinic inaparente. Practicat în serie, testul 
poate da indicaţii semniticative și în ce privește pronosticul bolii. 


11 — 0, 4080 
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CAPITOLUL XIV 
ACȚIUNEA CHIMIOTERAPI- 


CELOR ȘI ANTIBIOTICE 

ASUPRA MICOBACTERIILOR 
SENSIBILITATEA BACILULUI 
TUBERCULOZEI LA TUBER- 
CULOSTATICE ȘI DETER- 


MINAREA EI 


pace (e este un germen în general sensibil la 
pune cteriostatică a unor substanțe cu proprietăţi „d 
împiedicare a multiplicării” bacteriene : antibiotice ( tit, h 
rale, cît şi de sinteză). Aceste substanțe, cunoscute şi sit Sieg 
de tuberculostatice, acţionează asupra, metabolismului normal al 
celulei bacteriene, pe care îl modifică în aşa fel încît determină 
oprirea, proliferării celulare (bacteriostază). Punctul de atac, în 
care tuberculostaiticul afectează lanțul metabolic normal al 
celulei, variază cu natura tuberculostaticului considerat. Oprirea 
multiplicării are ca urmare o fagocitoză mai uşoară și mai rapidă 
a Þbacililor de către celulele fagocitare şi, în cele din urmă, 
distrugerea lor în organismul infectat, realizînd uneori o steri- 
lizare bacteriologică totală a acestuia. 

Numărul chimioterapicelor şi al antibioticelor cu efect tuber- 
culostatic (avînd o acțiune specifică asupra bacilului tuberculos) 
este astăzi relativ important : streptomicina, hidrazida acidului 
izonicotinic, acidul para-amino-salicilic, tiosemicarbazonele, ciclo- 
serina, viomicina, pirazinamida, etioniamida sau trecatorul, 
salizida, oxitetraciclinele, gatalona, iproniazida, ftivazidele, 
hidrazida acidului cianacetic, sulfonele etc. 

Pe lîngă acțiunea lor inhibitorie asupra bacilului, unele 
dintre aceste substanțe exercită şi o acțiune dezintozicantă in 
vivo, pentru organismul afectat (ex.: hidrazida acidului izo- 


nicotinic). În schimb, toate prezintă marele dezavantaj al 
obişnuinţei — său, cum se zice, al rezistenței, pe care bacilii 
o pot căpăta, cu timpul, față de ac 

care poate ajunge pînă la o adaptare 
aceștia reclamă prezenţa obligatorie a 


substanţă 


ţiunea lor împiedicătoare şi 
atît de completă, încit 
tuberculostaticului ca 


metabolică vitală. Astfel, prin contact repetat şi 
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prelungit cu cs ntităţi din ce în ce mai mari de tubereulostatic, 


bacilul tuberculos poate deveni rezistent faţă de acţiunea bacte- 
riostatică a acestuia in vitro şi in vivo şi chiar dependent de 
prezenţa lui. Fenomenul de rezistenţă corespunde aşadar unui 
proces fiziologic de adaptare metabolică a germenului faţă, de 
noile condiţii de viaţă pe care i le prezintă substratul modificat 
prin prezenţa tuberculostaticului. Cum acesta, îşi exercită 
acţiunea prin blocarea reacţiilor metabolice în lanţ la un anumit 
nivel, rezistența este condiţionată de eliminarea, din lanţul 
metabolic normal, a funcţiilor biochimice „sensibile” la acţiunea, 
tuberculostaticului respectiv. Această eliminare se poate pro- 
duce fie direct, prin blocajul unei anumite funcții, fie indirect, 
prin substituirea funcțiilor sensibile” prin funcții „insen- 
sibile”, ori pur şi simplu prin impermeabilizarea -membranei 
celulei bacteriene pentru tuberculostaticul în cauză. 
Rezistența se instalează aproape întotdeauna în urma con- 
tactului dintre tuberculostatic şi bacilii aflați în perioada de 
multiplicare logaritmică, adică tocmai în timpul celei mai intense 
activităţi metabolice a celulei bacteriene. O dată instalată, 
rezistenţa se fixează, transmiţîndu-se ereditar generaţiilor urmă- 
toare şi implică modificări profunde ale proprietăţilor biochi- 
mice ale celulei bacteriene, care afectează, la rîndul lor, toate 
celelalte calităţi ale acesteia : tinetoriale, morfologice, de creş- 
tere, de metabolism, de antigenicitate, de virulență, de pato- 
genitate etc. Astfel, bacilii streptomicinorezistenți se prezintă 
cu o citoplasmă vacuolizată, cu peretele celular rupt şi cu granu- 
laţiile devenite libere. Cei hidrazidorezistenţi prezintă o plas- 
moliză marcată, celula bacteriană apărînd ca o umbră” lipsită 
de conținut, iar colorabilitatea ei scade considerabil, ajungînd 
pînă la pierderea totală a acidorezistenței. Coloniile, care E 
dezvoltă plecînd de la asemenea celule, capătă un vaa er 
disgonic, perioada de latență devine mai lungă, ceea co:expucă 
ivă cili dormanţi”), cu importante impli- 
creşterea, lor tardivă („bac GEET Peer 
caţii pentru diagnosticul şi prognosticul infecției. In ză p ye E 4 
erările metabolice, este bine cunoscut că bacilii hidrazido- 
CS sînt lipsiţi, în echipamentul lor enzimatice, de eem 
, eroxidază rezintă modificări semnificative ale ciclului 
eet? ug ete. (Nasta şi Păunescu). Mai importante 


i 
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sint însă modificările de patogenitate pe care le 
ciştigarea rezistenței, ştiut fiind că bacili de 
hidrazidă îşi pierd, într-o măsură considerabilă, patogenitatea 
pentru unele animale (cobaiul, hamsterul, goarecele etc.). 
| M ccanismul prin, care se instalează rezistența, într-o popu- 
Jolie microbiană nu este încă suficient de bine cunoscut. Se 
admite că, în majoritatea cazurilor, aceasta, apare ca o adaptare 
Jiaiologică la substratul modificat prin prezența tuberculosta- 
tăcului — ea crescînd direct proporţional cu timpul de contact, 
ŞI cu concentrația acestuia în mediu — și mai puţin ca rezul- 
tanta unui proces de selecţie a unor celule bacteriene mutante, 
care ar apare spontan, independent de prezența tuberculosta- 
ticului, fiind aşadar de la început rezistente. 
Practica a arătat însă că, administrarea simultană sau 
sinergică a mai multor tuberculostatice, reduce mult riscul 
instalării rezistenței, mai cu seamă în tratamente de lungă 
durată. Neajunsul cel mai important a rămas impermeabilitatea 
anumitor țesuturi lezate, pentru o difuziune eficientă a tuber- 
culostaticului la nivelul lor (leziunile cazeificate, unele caverne, 
țesutul cerebral etc.). De aceea, tuberculostaticele nu ajung să 
realizeze decît foarte arareori o sterilizare desăvirşită a orga- 
nismului, ceea ce impune, în cele mai multe cazuri, aplicarea 
concomitentă a tratamentelor nespecifice clasice (cura de repaus, 
cea igienodietetică, colapsoterapia medicală şi chirurgicală ete.). 


antrenează 
veniți rezistenti la 


N 


Tubereulostaticele cu acţiune asupra bacilului tuberculozei, 
de care dispune pînă în prezent terapia uzuală antituberculoasă 
(Nasta, Algeorge, Păunescu, 1962), sînt următoarele : 

1) Streptomicina, izolată din actinomicetul Streptomyces 
griseus de către Waksman şi colaboratori (1944) şi apoi şi din 
alte actinomicete (S. bikiniensis, ©. poolensis ete.), este cel 
dintâi tuberculostatic folosit în terapia tuberculozei. Se prezintă 
ca o pulbere albă, higroscopică şi hidrosolubilă, foarta SN 
solubilă în majoritatea solvenților organici. În soluţie, SA Gei 
bilă la un pH variind între 3,0 și 7 A. Este termosta ilà. Pih 
punct de vedere chimic, este o bază azotată triacidă, p e 
pare guanidinică, Are o moleculă mare, care la hidro Son ea 
eliberează o moleculă de streptidină (derivat diguani 
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mezoinozitol) şi una de stre j 
i e streptobiozamină, coreg î ă 
ip Si carele mă, de ptobiozamină, corespunzând urmă- 
NH 
NI d 
hn éi En 
NHy—G0—NH L ` 
SSI Adel S 
Ge Se CH 
WE 
E Se 
e C BC o ` 
OHH d | CH; NH-—CH 
OHC | CoH 
| Se | 
CH 
E 
CH, CH 
| 
CH,OH 


Se extrage din unele tulpini de Streptomyces griseus, culti- 
vate pe medii glucozate şi bine aerate (pH : 7,0), de tipul: 


glucoză 10 g 
peptonă 5 g 
extract de carne 5 g 
clorură de sodiu 5 g 
apă q.s.p. 1000 ml 


Concentrația maximă de principiu activ în mediul de cul- 
tură se obţine după trei zile de la însămînțare. Extragerea 
acestuia se face apoi prin absorbţie pe cărbune activ, eluţie cu 
alcool acidulat, neutralizarea cu sodă și eliminarea alcoolului 
cu eter, urmată de evaporarea în vid. Activitatea antibiotică 
optimă are loc la pH 8—9, şi este inhibată în mediu acid. Ac- 
țiunea tuberculostatică pare a se datori blocării proceselor 
catabolice oxidative ale glucidelor, acizilor graşi superiori şi 
unor aminoacizi. Concomitent, streptomicina intervine şi în 
metabolismul acizilor nucleici, plocînd ribonucleodepolimeraza, 
enzimă ce depolimerizează. polinueleotidele. „Se admite că ar 
avea şi un mecanism de inhibiţie competitiv, interterînd — prin 
molecula de streptidină — cu un metabolit avînd compoziţie 


foarte asemănătoare acestuia (mezoinozitolul). 
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Puterea  bacteviostatică a stre Pra 2 
tuberculos, se AEN n ay Mall WE WE faţă de bacilul 
0,25 —0,50 y/ml. In vitro, concentraţia mé die s KE de 
marea majoritate a tulpinilor de b.K., se ze nibitorie, pentru 
SE ex la e ral mari, ea devine pri GE 
staza începe prin fizarea streptomicinei pe cornii bacilam SA 
care se traduce apoi printr-un SOANA Ze e bet KE EEN 
Ca SE %; restul, rămas liber, fiind stirea pata e Baciti 

eveniți rezistenți îşi modifică -0 măsură ia bilă 
bolismul, pătrtn nuca însă ef “calitățile KOR mei 
vivo, în tuberculoza experimentală a, cobaiului, este părin arta 

» Miecha își reia cursul, tinzind spre generalizare, plecînd 
de la leziunile reziduale. 

Towicitatea proprie a streptomicinei este relativ ridicată. 
Practic neglijabilă pentru dozele mici (1—10 g), ea creşte pro- 
porţional cu cantităţile administrate şi cu durata tratamentului. 
Cea acută, tradusă prin DL (în mg/kg), variază cu specia 
animală şi cu calea de administrare. Acea cronică pare a se 
datori grupării guanidinice a streptidinei din moleculă. La 
pisică, administrată zilnic între 50—150 mg/kilocorp, determină 
apariția de tulburări neurotoxice, după 20 de zile de la începerea 
tratamentului. La om, semnele mai importante de intoxicație 
se traduc prin tulburări labirintice (atingerea perechii a VIII-a 
de nervi cranieni : acustico-vestibularul), tulburări diencefalice, 
tulburări de glicoregulare, semne de iritație renală (tubulare 
etc.), în general reversibile. 

Concentrația în organism variază cu calea de administrare. 
Pe cale orală, rămîne neabsorbită şi se elimină integral prin 
tubul digestiv. Administrată parenteral, nivelul maxim san- 
guin și persistenta în sînge depind de doza administrată : pentru 
o doză de 20 mg/kilocorp, se obține o concentrație medie de 
24 y/ml la două ore de la administrare, pentru că antibioticul să 
dispară din sînge la 12 ore. Cu o doză pînă la 30 mg/kilocorp, 
concentraţia medie sanguină atinge 35 y/ml după o oră, strep- 
tomicina, persistînd în ser timp de 24 de ore de la administrare. 
O doză pînă la 50 mg/kilocorp, realizează o concentrație gana 
de eca; 72 y/ml după o oră, şi de 0,6 y/ml după 24 de ore do $ 
administrare. Concentrații inițiale mari și persistente se Die 
obţine prin injectarea întregii cantităţi necesare honore 
ore, intr-o singură injecție. Administrată pe cale intramtsen ya 
streptomicina nu difuzează în lichidul cefalorahidian dae 
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re meningeală este intactă; prezenţa ei în Ler. traduce o 
nilamație meningee, caz în care concentraţia ei medie în lichid 


este de cca, 10 y/ml la trei ore după injectare. Injectarea intra- 
rahidiană măreşte permeabilitatea meningee şi favorizează 
difuzarea antibioticului în lichid, chiar dacă a fost injectată, 
intravenos, înjectată intramuscular, streptomicina, se elimină, 
prin urină după primele 30—90 minute de la administrare, 
pentru ca, după 24 de ore, să mai rămînă numai 30% din canti- 
tatea inițială. 

În mod curent, calea de elecție pentru administrare este cea 
intramusculară, dar, în raport cu formele de poală, se folosesc şi 
căile : intrarahidiană (meningită, tuberculoasă), orală, în seroase 
şi locale. Dozele uzuale sînt de 1 —3 g/zi, pe cale intramusculară, 
25 —100 mg pe cale intrarahidiană, 500 mg—1 g pe cale orală 
(la 6 ore) ete. Indicaţia majoră pentru tratament o constituie 
granulia, ca și celelalte forme de diseminare hematogenă, în 
faza care precede instalarea de leziuni masive cazeificate, nein- 
fluenţabile ; între acestea, localizările meningee beneficiază larg 
de tratamentul streptomicinie. 


2) Acidul paraaminosalieilic (P.A.S.-ul) este o substanță 
cunoscută de mult, dar încercată cu succes față de bacilul tuber- 
culozei foarte tirziu (Bernheim, Lehmann, 1940). Se prezintă 
ca o pulbere albă, cristalină, inodoră, puţin solubilă în apă ca 
atare, dar cu mult mai solubilă sub formă de sare sodică. n 
soluţie, se prezintă incoloră şi relativ stabilă, dar în cotei 
cu aerul (oxidare), capătă o culoare închisă. Formula chimică 
a substanței este : 


Coon 
OH 


| 


AZ 
NH, 


Modul de acțiune al P.A.S.-ului aaa Seeler oie desen 
SH Ze SC EE în sensul unei combinări 
pia d P.A.S. cu o reductonă (trioză) intracelulară, 
TT ANRE e blocare a moleculei, lipsind astfel acidul poe 
let ee GA B.), de posibilitatea de a forma complexu 
aminobenzoie (P. (produs intermediar indispensabil în sinteza 
Saab bile a acizilor nueleici celulari) ; acest proces 
acizilor pt 
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determină blocarea diviziunii 
acţiunea bacteriostatică, s 
(substituție) cu acidul para-aminobenzoie, î e 
dativ al germenului, afectînd totodată si Sai 
nucleici (acidul pora:aminobenzola,, CA metabolismul acizilor 
participă la sinteza bazelor purinice + „Ca parte din acidul folic, 
acizilor nucleici).  pirimidinice, din structura 
Puterea bacteriostatică in vi fată i 
gëlle pe medii PA e bacilul tuberculozei 
; $ animalele tratate din prima, zi deht SEN KS cen 
ecît o întîrziere în extensiune a infectiei com Sei d Suen 
netrataţi. La cobai, dozele terapeutice ege itte. i IRC 
pe zi, pe cale parenterală. La şoarece, administrat té nee 
die a, Aa ovia „Ha Şoarece, administrat într-o concen- 
ie de 1—2% în hrană, previne evoluţia, bolii. 

Tozicitatea P.A.S.-ului este relativ redusă, el putîndu-se 
administra, fără inconveniente apreciabile, timp de luni de zile 
Cînd se manifestă, ea se traduce printr-o iritaţie locală a tubului 
digestiv (anorexie, greață, vărsături, diaree). Doza terapeutică 
obişnuită este de 12—15 g substanță pe zi, pe cale orală. Sub 
formă de sare sodică, toleranța este mărită, putîndu-se admi- 
nistra pînă la 20 g zilnic. Pe cale rectală (clisme „goutte-ă- 
goutte”) se pot da 15—20 g în 300 ml apă, sub controlul concen- 
trației sanguine (P.A.S.-emia eficientă fiind de 3—7 mg %/ml, 
după 30—60 minute de la administrare). Calea intravenoasă 
este frecvent folosită sub formă de perfuzii, cu soluție de sare 
sodică 3 %. X 

Concentrația în organism variază cu calea de administrare. 
După administrarea orală a 4 g substanță, concentrația sanguină 
atinge 100 y/ml de ser la o jumătate de oră de la ingestie, spre 
a scădea considerabil după 4 ore. După ingerarea unei doze 
terapeutice de 12—15 g zilnic, concentraţia serică atinge 200 
y/ml ; în exsudatul pleural și în l.c.r., concentrațiile sînt sensibil 
mai mici. Pe cale parenterală (perfuzii intravenoase), se obţin 
concentraţii foarte înalte, ceea ce face ca acest mod de admi- 
nistrare să fie foarte utilizat în clinică (Georgescu şi colabora- 
tori, 1953). După perfuzie, P.A.S.-emia atinge nivele mult maì 
ridicate decît după administrarea orală, valorile maxime reali- 
zindu-se în momentul terminării perfuziei, spre à scădea apoi, 
treptat, dar păstrind încă un efect bacteriostatic după 24 de ore. 
Administrarea sub formă conjugată cu acidul ascorbic reali- 
zează concentrații serice de lungă durată. În singe, P.A.S.-ul 
suferă un proces de acetilare, fiind în mare parte eliminat în 


celulelor bacteriene. 


DU ce Aşadar 
ar datori unui proces de Era oară 
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urină sub formă ilată 
s ă acetila 'aracteristică ică i 
BEER ele ecua i, O i bine metabolică intere- 
ul s e ;cruțare "a acetilării hidrazidei ă 
ge regele H setilării hidrazidei, dacă 
te administr at concomitent cu aceasta ; intrând în comp DI 
cu hidrazida în procesul j jt "GÄR 
SE et procesul de acetilare din organism, P.A.S.-ul 
astrarea unei proporţii de hidrazidă ivă sibi 
i d dă activă, sens 
cer pa a ă ivă, sensibil 
DEER clinice privesc îndeosebi tuberculozele bronşice, 
unele forme de tuberculoză ganglionară, cum şi o serie de forme 
extrapulmonare, în asociaţie cu streptomicina şi hidrazida. 


___3) Tiosemiearbazonele (7B,) sînt compuşi sulfotiazolici, a 
căror acţiune tuberculostatică a fost semnalată de Domagk. 
Substanța cea mai activă are următoarea constituție chimică : 


s 
li 
CO-CH,—NH-( , CHA MEIN 


Tiosemicarbazona (p-acetil-aminobenzaldehid-tiosemicar- 
bazona) este un derivat complex, provenit din semicarbazidă 
(derivat de uree), căreia i s-a introdus în moleculă un atom 
de sulf. Se prezintă sub forma unei pulberi albe-gălbui, micro- 
cristaline, foarte puțin solubilă în apă şi în solvenții grăsimilor, 
ceva mai solubilă în ser şi urină. 

Puterea bacteriostatică față de bacilul tuberculozei, in vitro, 
se manifestă în concentrații variind între 0,1 şi 0,3 y/ml în 
medii solide şi între 0,3 şi 1 y/ml în cele lichide. In vivo, nu are 
putere bactericidă per os. Concentrația maximă sanguină variază 
între 1 şi 3 y/ml, după patru ore de la ingerare, spre a scădea 
mult după 8 ore şi a dispare cu totul la 24 de ore. Eliminarea 
este parţială (15—30 % după 24 de ore, 40% după 48 de ore), 
ceea ce traduce o oarecare acumulare a substanței în organism. 

Proprietăţile bacteriostatice par a se datori formării unui 
complex tiosemicarbazonă-cupru, cu anume metaboliți bacilari 
esentiali, prin intermediul sulfului din moleculă. Prezenţa gru- 
pării tio- şi poziţia acesteia în moleculă îndreptăţeşte presupu- 
nerea că puterea bacteriostatică este legată de această BEN 
care ar conferi şi proprietăţile „tuberculostatice ale Kc? alt 
produs, intrat mai recent în chimioterapia tuberculozei : etioma- 


mida (N. Rist). 
Tozicitatea tiosemicar 
face ca administrarea lor 8 


pazonelor nu este neglijabilă, ceea ce 
ă necesite controlul permanent al 
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laboratorului. Pe lîngă tulburările digestive gi 
minurie), este semnalată relativ frecvent inhibi 
topoietice, tradusă prin anemie, le 
agranulocitoză, fapt 
clinică a produsului, 

4) Hidrazida acidului izonicotinie ( 
cel mai activ dintre tubereulostaticele „majore”, intrate recent, 
în arsenalul chimioterapie antitubereulos, Su bstanţa se prezintă, 
ca o pulbere albă, hidrosolubilă şi termostabilă, cu greutate 
moleculară mică şi, ca urmare, cu o mare putere de difuziune. 
Răspunde formulei chimice următoare : 


renale (albu- 
ţia funcției hema- 
ucopenie şi uneori chiar prin 
are restringe considerabil aplicabilitatea 


HIN-, izoniazidä) este 


HAN NH-C = 0 
| 
€ N 
YZ 


Mecanismul de acțiune nu este încă bine precizat. Se ştie 
doar că activitatea bacteriostatică este legată de prezența în 
moleculă a funcției terminale NH, în stare liberă (substituirea 
H din moleculă, avînd ca urmare inactivarea acesteia) (Pău- 
nescu, 1960). Activitatea ar fi legată de structurile Zeg 
conținînd ioni metalici (catalaza, peroxidaza,) şi s-ar Store inhi- 
bării acestora prin blocarea cationilor-coenzimă, cu paria Ba 
intracelulară a unor cantități excesive de peroxid de Va ca 
nedisociabil (Middlebrook, 1956). Este vorba deci de ! gora 
unei transaminaze bacteriene, prin formarea de compuși a cé 
metalici. Concomitent, sînt EE SE şi procesele 

irație a germenilor (Nasta, Păunescu). 4 
cpt ieira EE se GE EE KE score 
riilor de tip uman și bovin, fiind apro Pole la nara 
de tip aviar, atipice sau paratuberculoase. In vi EEN 
se e Anca exclusiv asupra Ee SE Kerg mal pentia 
plicare. Concentrația activă începe. după un timp de contact 
ca, spre concentrații mai mari ȘI dup KEE 

e it, să devină bactericidă. Tuberculostaza est ez 
een ili i, cît şi asupra celor intracelu 
atât asupra bacililor extracelulari, cât ȘI as Stee e 
f itaţi). Sub acțiunea hidrazidei, germe! af A 
opere lă iderabilă caracterele de acidorezistenţă | 
REG SCH şi însă timp îndelungat Ré menge 
E MA ntpd întreruperea tratamentului, intecţiune 
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e" In vivo, activi i 
dp Lens os e: E activitatea ei este 
foarte intensă asupra infec H itatea ei este 


momentul din curst] age ae: dek e indiferent de 
terapeutică variază între 5 și fă A SS ost administrată. Doza 
SUD ie Do zi la adult, în oa a 8/kilocorp pro die (aproximativ 
e Le In 4 prize, după mese), calea de electi 

Sri jok. atrare fiind cea orală. Cercetările efect uate a ptr 
acțiunii hidrazidei în tuberculoza e i San arătat mai 
importanţă a duratei Better eet oma, a apt poe n 
tratament, început chiar în momentul infectării Kee: SEN 
tecţie absolută față de aceasta, ceea ce nu se io iute i Ee 
un alt medicament. Tratamentul întrerupt după trei luni de la 
infectare permite o 'recrudescență a infecţiei, cu tendință la 
generalizare, dar dacă întreruperea se produce după şase luni 
de administrare continuă, evoluţia infecţiei poate fi oprită 
definitiv (Nasta, Algeorge, Arhiri). Început după generalizarea 
infecției, tratamentul hidrazinie trebuie continuat cel puțin 
timp de nouă luni, cu controlul bacteriologic prelungit pînă la 
doi ani. Tratamentele mai scurte asigură o sterilizare aparentă 
a leziunilor reziduale, care se pot reactiva ulterior. Activitatea 
hidrazidei, nefiind afectată de scăderea pH-ului, face ca aceasta 
să își păstreze acţiunea tubereulostatică chiar și la nivelul 
leziunilor cazeificate (mediu acid), unde, graţie difuzibilității 
marcate, poate ajunge cu uşurinţă. 

_ Zowicitatea, este practic foarte redusă, ceea ce îngăduie admi- 
nistrarea de doze mari, timp foarte îndelungat. Cea acută, este 
provocată de la doza de 170 mg/kilocorp, injectată intravenos la 
şoarece şi şobolan, şi de cca. 300 mg/kilocorp şi pe aceeaşi cale, 
la iepure şi la cobai, moartea fiind precedată de contracţii tonico- 
elonice. Acea cronică se traduce prin tulburări nervoase (agitaţie, 
mioelonii, fenomene de edem cerebral), iar dacă dozele depăşese 
50 mg/kilocorp, pot apare și convulsii. 

Concentrația în organism, depinde de calea de administrare. 
Pe cale bucală, absorbţia este rapidă și concentrația sanguină 
atinge — pentru o priză unică de 5 mg/kilocorp — valori cu- 
prinse între 1 şi 15 y/ml ser, după 1—6 ore de la ingerare. După 
3 ore, substanța poate fi găsită şi în Ler-, ca şi în lichidul pleural. 
În ţesuturi, difuziunea este de asemenea foarte rapidă, cu ten- 
dință de acumulare în plămini şi piele. În organism, hidrazida 
poate suferi un proces de inactivare, datorit unei acetilări a 
moleculei iniţiale, eu transformarea în metaboliți mai mult sau 


mai mult inactivi. Gradul, ca și viteza inactivării, sînt constante 


la un același individ, dar pot varia considerabil de la un individ 


E TE” 
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la, altul. Se cunosc astfel „inactivatori rapizi”, la care ingestia, 
unei treimi din doza normală (5 mg /kilocorp) determină, după, 
şase ore, o concentraţie serică inferioară lui 0,5 zim), Şi „inac- 
tivatori lenți”? la care această concentrație depăseste 0,5 + pool 
hidrazidă activă, Aceste variaţii de concentraţie sint influențate 
şi de factori nespecitici (alimentație, virstă, integritatea funcţiei 
renale ş.a.). S-a constatat că administrarea concomitentă, de 
DAS. poate ridica pragul concentraţiilor de hidrazidă activă, 
în ser (acţiune de „cruțare” a hidrazidei, rezultind din compe- 
tiția acesteia cu P.A.S.-ul în procesul de acetilare). Eficacitatea 
terapeutică depinde în largă măsură de rapiditatea inactivării 
substanţei prin acetilare, ca şi de cea a eliminării ei renale. 
Efectele favorabile se traduc clinic printr-o dezintoxicare specta- 
culară, cu revenirea apetitului, creștere ponderală rapidă, scă- 
derea pînă la dispariție a febrei şi a expectoraţiei, cum și cu 
negativarea baciloscopiei. Ele sînt însă, în general, de scurtă 
durată, dacă nu se asociază P.A.S.-ul sau (și) streptomicina. 
Indicaţiile clinice ale hidrazidei sînt foarte largi, cuprinzind 
aproape toate formele de tuberculoză, inclusiv „leziunile mi- 
nime” de debut (chimioprofilaxie). 
5) Etioniamida sau trecatorul (1314 Th, amidazin), cel mai 
nou dintre tuberculostaticele „majore”, sintetizat și introdus 
în chimioterapia tuberculozei de cercetătorii. francezi (Rist, 
Grumbach, 1956—1960), este un derivat al tioizonicotinamidei 
(a-etil-tioizonicotinamidă), răspunzînd formulei chimice : 


cs—NH, 


| 
AS 
SÉ 
N 


Interesul deosebit al acestei substanțe constă în ce ep? 
deși prezintă o mare asemănare de structură SU ine e a ci 
supune un mecanism de acţiune apropiat de A ët) vn e? 
festă totuşi o remarcabilă acțiune tuberculos a deren geg? 
eg hidrazidorezistenţi. Ter, teni sint foarte sensibili 
lîngă faptul că bacilii TTT deee tone a 
la trecator, acei rezistenți la tiosemicari sarite ea 

i înerucişată şi la trecator, explicînd aceas D à 
SECH Ee SE substanţe, a unei grupări active 


comune : — CS.NH,. 


ACŢIUNEA TUBERCU LOSTATICELOR 


173 


Activitatea bacteriostalică in vitro depinde de natura, mediului 
folosit pentru determinarea ei. În mediile lichide (ex. : Youmans) 
ea variază între 0,6 şi 1,5 y/ml, pe cînd în cele solide (ex. : 
Jensen), ajunge la 1—2,5 y/ml. Bacteriostaza se exercită atât 
asupra bacililor liberi, cît şi asupra celor fagocitaţi, dar numai 
după ce aceştia au început să se multiplice activ. Ca şi în cazul 
hidrazidei, inhibiţia se însoţeşte de o tendință spre pierderea 
acidorezistenţei şi de o alterare a caracterelor morfologice ale 
germenilor. Instalarea rezistenţei la trecator este cu mult mai 
uşoară la bacilii hidrazidorezistenţi, decît la cei. hidrazidosen- 
sibili (Păunescu şi Algeorge). In vivo, pe cale orală, la şoarece, 
trecatorul, administrat chiar din momentul infectării experi- 
mentale (cu 12,5 meg/kilocorp), împiedică apariţia leziunilor. 
La cobai, cu 20 mg/kilocorp, se obţine o vindecare parțială (cu 
leziuni reziduale în ganglioni). Administrat după constituirea 
leziunilor, trecatorul determină o oarecare regresie a acestora, 
fără a duce însă la vindecarea lor. 

Tozicitalea preparatului este, în general, foarte redusă. Cea 
acută atinge la cobai 1 000 mg/kilocorp, iar cea cronică este 
aproape imperceptibilă. În clinică, se observă uneori tulburări 
gastrointestinale. i 

Concentrația în organism este variabilă, chiar la un același 
individ ; în general, după administrarea orală a 0,25 g substanță, 
concentraţia serică atinge 20 y/ml. Are o bună difuziune și 
în l.e.r. sal E a TAS, Kies 

6) Pirazinamida este o amidă a acidului pirazinic şi prezintă 
o mare analogie structurală cu hidrazida, corespunzind for- 
mulei : Er 

N 
[spec se Di te 
V 
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j nţei nu 6ste îică ut. Efec- 
Modul de acţiune al substanţei nu este incă cunosct 
tele terapeutice sînt de regulă spectaculare, dar de scurtă durată, 
S ai EE éng SC 
cina instalării rapide a rezistenței. _ - 
a i cvivitataa bacteriostatică in vitro pare să varieze cu mediul 
de cultură utilizat și cu pH-ul acestuia, fiind favorizată de un 
pH acid (5,5). In vivo, acţiunea ei este intermediară între cea a 
dai? je 


streptomicinei și a P.A.S.-ului şi pare favorizată prin asocierea 
cu hidrazidă. 
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Tozicitatea nu este neglijabilă, administrarea ei afectind 
funcția hepatică, ceea ce necesită un control permanent cu aju- 
torul testelor de disproteinemie şi transaminazei hepatice (Pău- 
nescu şi Georgescu, 1962). Tratamentul prelungit poate duce 
la o creştere a acidului uric în sînge, însoţită de tulburări arti- 
culare consecutive. Asociate hidrazidei, întîrzie semnificativ 
instalarea rezistenţei la acest tuberculostatie major. 


1) Cieloserina, (tebemicina) tuberculostatie izolat din pro- 
duse de metabolism ale actinomicetelor Streptomyces garyphalus 
şi S. orchidaceus, a putut fi şi sintetizat în laborator (D-4-amino- 
3-izoxa-zolidina) ; corespunde formulei : 

HN C=0 
ku 


ZS 


Activitatea tuberculostatică pare a se datori unei competiţii 
cu coenzimele, care cuprind piridoxină sau derivați ai acesteia. 
In vitro, această activitate se exercită la concentraţii cuprinse 
între 5 şi 20 y/ml (pentru bacilii de tip uman) sau ceva mai mari 
ca acestea (pentru bacilii de tip bovin şi aviar). Ea scade în 
prezența serului şi creşte în prezenţa glucozei. In vivo, la animal 
(cobai), acest tuberculostatie nu modifică evoluţia ere 
experimentale deoarece are un prag renal de eliminare foarte 
scăzut. La om însă, se obțin rezultate favorabile C EEA 

) ă ivă î ismul uman este 

Concentrația de substanţă activă în organism te 

de aproximativ 15 y/ml, după patru ore a Și atei Ze 
e Š îi 

doze de 1 g ; eliminarea este lentă, așa că, SE 

ini i 5 y/ml substanţă activă. 

ministrare, serul mai conţine cam o 

Ta primele 24 de ore, eliminarea E SE E te ta Se 

ă i eliminat cam două tr Di: 

după 24 de ore, să se fi elimina ee 
ivă apropiate de cele 
activă. Dozele terapeutice sint foarte. P Da TES NONI 
Toxicitatea se manifestă la nivelul sistem Eeer 
ducînd la tulburări (hiperexcitabilitate, depresiune psi ën 
d ri convulsii), care pot fi influențate prin îi soi AA 
biturice, Se prezintă in capsule a 0:230 € ale ga 

BE ZE SEN este un tuber- 
Streptomyces (K. pumaceus, CA Won E ee 
culostatic de Gees Sen Ce necunoscut. Puterea 
Mecanismul, de acţiune RE ntrații variind între 
bacteriostatică în vitro începe de la conce | 
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1 şi 10 y/ml, si est i 
l este manifestă şi asupra bacili 
EE d Bee ȘI asupra bacililor tuberculoși 
evoluţia tuberculozei experiment M etc) bett SE 
e al e eltale. Administrată per os, se 
e i alea rii m mică cantitate. Pe cale intramusculară, con- 
iii vi derre atinge Sak y/ml la 2—4 ore de la injecție 
tatea este remarcabilă, exercitîindu-se î i iivelul 
S j j -Be în special la nive 
tesutului renal. i ; PE 


„Pe lîngă toate aceste tubereulostatice, se mai cunosc astăzi 
ŞI alte numeroase preperate dotate cu proprietăţi similare, dar 
a căror întrebuințare în clinica ftiziologică rămîne restrînsă ca 
urmare fie a acţiunii lor inconstante, fie a unei toxicităţi prea 
accentuate. 


DETERMINAREA SENSIBILITĂȚII LA TUBERCULOSTATICE 
(ANTIBIOGRAMA) LA BACILUL TUBERCULOZEI 


Cercetarea gradului de sensibilitate a micobacteriilor pato- 
gene față de tuberculostatice prezintă un interes deosebit, atît 
sub raport științific (pentru studiile asupra imunobiologiei ger- 
menilor și cunoaşterea modificărilor metabolismului lor), cât şi 
sub raport clinic (orientarea în ce priveşte eficiența unui anume 
tuberculostatic în tratamentul diferitelor forme de tuberculoză). 

Această sensibilitate se poate determina in vitro prin dife- 
rite metode care sînt, în prezent, destul de laborioase şi al căror 
rezultat trebuie corelat cu datele clinice. Aceste metode, pentru 
a deveni cît mai eficace, presupun o tehnică de lucru impeca- 
bilă, necesită obţinerea de culturi bacteriene cît mai omogene 
şi cer un mod de preparare a materialului (mediile de cultură) 
foarte conştiincios. 3 

Principiul, pe care se bazează toate metodele de determi- 
nare a sensibilităţii b.K. în vitro, este stabilirea concentrației 
minime de antibiotic care, adăugat pe unitatea de volum a unui 
mediu de elecţie pentru creşterea bacilului tuberculozei, îi inhibă 
proliferarea în mediu. 

În practică, aceasta se realizează prin prepararea unei ep 
de concentrații, crescânde de tubereulostatic, într-un volum fide 
mediu de cultură lichid (sintetic) sau solid (cu ou), n Kéi $ 
însămintează, apoi cantități echivalente din bacili e testat, 
eh înd E după o incubație convenabilă în termostat — 
aa E oale sau de inhibare a acestora, în raport cu un 
e (mediu însămințat, fără adaos de antibiotic). 
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À Metodele folosite în prezent 
bh. faţă de diferi i 
K. faţă vitele tuberculostatice si Ă 
N sau jar tube voulostatice sint de două categorii : 
A namna e lente, cele mai precise, dar şi mai laborioase în 
are se tolosese bacilii izolați în cultură pură ; şi gé 
d a An elo OI b (néi i ech 
A Sc metode rapide » Caro se aplică direct produselor patologice 
acilitere şi care dau indicaţii aproximative — cel mai ades însă 
` Za vg v D vi i i | i îi A S ep 
d pentru cerințele clinice — asupra gradului de sensi- 
Nüzare sau de rezistență al bacililor din produsul cercetat 
Aj N d N o E > A D D sis D 
LL Sensibilitatea la streptomicină a bacililor tuberculozei se 
poate determina printr-una din următoarele metode de titrare : 
a) Titrarea în mediul sintetice Sauton. Bacilii tuberculozei 


obţinuţi prin însămînțarea produsului patologic pe un mediu cu 


ouù (Löwenstein-Jensen) sînt reînsămînţaţi într-un balon cu 
mediul Sauton, După aproximativ două săptămîni, se obține la 
suprafața mediului un văl fin. Între timp, se pregătesc serii 
de flacoane (tip penicilină sau mai bine streptomitină), în care 
se repartizează cîte 20 ml mediu Sauton de fiecare flacon, la 
care se adaugă, sub volum constant (1 ml), cantităţi crescînde 
de streptomicină (între 10 şi 200 u.W.). Un flacon cu mediu, 
fără streptomicină, este lăsat ca martor. Flacoanele sînt apoi 
însămînțate cu fragmente, egale între ele (Ø cca. 3 mm, prelevare 
cu ansa circulară de platină cu ochiul de 3 mm diametru), din 
vălul fin obţinut în prealabil. Rezultatul se citeşte după 10— 
15 zile de incubare la 37*0, notîndu-se concentrația de antibiotice 
din ultimul flacon în care s-a mai produs o creştere a vălului, 
în raport cu flaconul-martor. Acesta reprezintă numărul de 
unități de streptomicină pe ml, la care germenul mai poate 
rezista. Este bine ca, după această primă citire, flacoanele să 
mai rămînă sub observaţie la termostat, spre a se vedea dacă 
nu are loc o dezvoltare mai tardivă a culturilor, care ar traduce 
existenţa unei streptomicinorezistențe parțiale. A 

b) Titrarea în mediul Youmans sau Dubos. Se folosesc serii 
de tuburi — foarte bine spălate — cuprinzînd cîte 5 ml mediu 
de tub, la care se adaugă cantităţi crescînde, variind între 2,5 
şi 50 u.W. streptomicină. Bacilii, prelevați pe mediu solid 
(Jensen), sînt trecuți într-un balonaş cu perle sterilizat, în care 
sînt emulsionaţi cît mai fin cu putinţă, în 2 ml mediu. Emulsia 
finală se diluează 1 : 10 și este însămînțată în doze de 0,1 ml de 
fiecare tub ; se agită și se incubează la 37 "0, Citirea zei 
se face după 5—6 zile pentru tuburile cu mediul Dubos, Q Dyp 
8—10 zile (cu un nou control după două săptămîni) pentru cee 
cu mediul Youmans, Primul tub în care se constată absența de 


pentru testarea sensibilitătii 
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nai bila sau de flacoane core 
e streptomicină pentru ger ii j 

] „pentru germenii cercet; > Va exe i 
control ER o haima r pn pay diilo Cer 

a dia "a ectare a mediilor cu germeni 

orice ee mai mult sau mai puţin abundentă sau 
apăr mai mult sau mai puțin tardiv, ¢ Š ezistel 

ind 2 L ardiv, denot zistenţă 
parțială , a o rezistenţă, 

Galland, recomandă o serie compusă doar din patru tuburi : 
un martor şi trei cu mediu, cuprinzind respectiv : 2, 10 ai 50 y 
streptomicină /ml mediu, socotind că : 


spunde dozei-limite inhibitorie 


— dacă doza de 2y este inhibitoare, tulpina este sensibilă ; 

— dacă tulpina e rezistentă între 2 şi 10y/ml, sîntem la 
limita rezistenței ; 

— dacă rezistența se manifestă între 10 şi 50%/ml, tulpina 
trebuie socotită drept „eliniceşte rezistentă”, iar dacă 
depăşeşte 50%y/ml, este vorba de bacilii puternic strep- 
tomicinorezistenţi. 


Citirea din nou, după două săptămîni de incubație, este necesară 
întrucît cultura este din ce în ce mai puţin abundentă de la 
concentrațiile mici de antibiotic spre cele mari (disociaţii de 
sensibilitate în sînul unei aceleiaşi populaţii bacilare). 

c) Titrarea „in vivo” pe cobai (metoda Daddi) constă în 
injectarea, în dermul unui cobai, a 0,1 mg în 0,1 ml dintr-o 
suspensie din bacilii de cercetat. În alte două locuri, diferite, se 
injectează doze echivalente dintr-o tulpină de b.K. sensibili şi 
dintr-o tulpină de b.K. rezistenți la streptomicină. Animalul 
primeşte apoi, timp de trei săptămîni, cîte 10 000 b.W. strepto- 
micină. Apoi, se compară între ele şanerele de inoculare obți- 
nute, care vor fi cu atît mai pronunţate, cu cît tulpina este mai 
rezistentă şi invers. 

d) Titrarea „directă pe medii solide, cea mai curent între- 
buinţată astăzi, este aplicabilă direct produselor patologice baci- 
lifere şi prezintă avantagii clinice deosebite, întrucât ; 

— permite o apreciere a rezistenței bacililor din produsele 
patologice îndată după emiterea lor din organism; ` ` 

— necesită un timp de răspuns bacteriologic relativ seurt. 
Aceste avantagii compensează, într-o largă măsură, dër if 
tivă de rigurozitate în ce priveşte proporţiile Saale s 8 Cé ët 
tentei, care, de altfel, nu sînt esențiale pentru conduce 


mentului. 


12 — 0, 4989 
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Tehnica cea mai recomandabilă este următoarea : 

Metoda Bretey-Coletsos- Boisvert, folose 
Jensen, în care se introduce soluția de 
concentrație de 1 u.W./em? (ex. ` ținind seama că un tub Legroux are 
faţă de cca, 50 em?, vom introduce 50 u.W. pentru a avea o concentratie « 
cm, sau 250 uW. pentru o concentrație de 5 u.W,/e 
introduce în tub la tundul acestuia, ținut în poziţie înclinată și pe faţa lui ven- 
uală (opusă suprafeței mediului), adăugindu-se totodată și citeva picături de 
turnesol. Concentrația de streptomicină pentru fiecare tub trebuie preparată sub 
volum de 0,25 ml (ex. : pentru tubul în care vrem să realizăm o concentraţie de 
10 y/ml streptomicină, vom folosi o diluţie de 2 000%/ml, care corespunde la 500 
u.W./0,25 ml şi care, repartizată pe 50 cm?, va realiza 10 y/em?. După introdu- 
cerea antibioticului, tubul este întors în poziţia normală, așa ca soluția de strep- 
tomicină să impregneze uniform întreaga suprafaţă a mediului (control după colo- 
raţia uniformă dată de turnesol). Tuburile se capuşonează şi se pun la termostat 
la 27°C, în poziţie orizontală. După evaporarea excesului de lichid, cînd supra- 
fața mediului a căpătat o coloraţie albăstruie uniformă, tuburile sînt însămințate. 

Dacă produsul patologic baciliter este steril (er. lichid pleural, ascită etc.), 
este însămiînţat ca atare, adăugînd, în fiecare tub, o aceeaşi cantitate de produs 
(ex. : XII picături sau 0,5 ml). Dacă este contaminat, se tratează în prealabil 
cu NaOH 4%, timp de o oră la termostat , se neutralizează cu H3S0, 4% în pre- 
zenţa tincturii de turnesol şi apoi se însămînţează. Rezultatul se citește după 
3—6 săptămîni. Coloniile încep să apară, de obicei, după 15 zile, la început 
punctiforme şi strălucitoare, uşor de distins pe fondul albastru al mediului, apoi 
bine dezvoltate (tubul martor), începînd cu săptămîna a treia. 


şte tuburi tip Legroux, cu mediul 
streptomicină, aşa încit să se realizeze o 


o supra- 
ție de 1 u.W/ 
m? etc.), Antibioticul se 


f) Metoda Pryce- Bernard. Kreis (fig. 38—39) se bazează pe 
posibilitatea cultivării directe pe lame a bacilului tuberculos 
(Pryce, 1941), din produsele patologice (spută). Se folosesc, în 
acest scop, lame înguste (14 x 75 mm), confecţionate din lame 
obişnuite de microscop, tăiate la mijloc în sens longitudinal, 
bine degresate, pe care se întind îrotiurile din sputa omogenizată 
în prealabil (fie prin agitare mecanică cu perle de sticlă, fie 
prin strivire cu o jumătate de lamă, timp de 5—10 minute, pina 
la apariţia de mici bule). În cazul în care se dispune de germeni 
deja izolaţi din produs, etalarea se face din suspensia Dac) Ea 
obţinută prin agitarea corpilor microbieni introduși în prealabil 
într-un balon cu perle steril (în aşa fel încît bacilii să se Saune 
pe pereţii balonului), cu 2—3 ml albuș de ou lichefiat, SE 
balonul aşa încât germenii să se emulsioneze în albuş. ap 
etalarea emulsiei pe lamele înguste, trotiurile obținute mi a $ 
să se usuce la pompeo Se Te ap es 
e izor conținînd o soluţie 6% de acid j 20: eare. 
Sai e at de 6 minute (eliminarea florei secundare asociate). 
Lamele sînt apoi spălate de două ori succesiv (câte trei r 


j isti ilă, după care se plasează 
iecare dată) „cu apă distilată sterilă, e ? 
Se E cu un oaia sintetic ` Dubos, Youmans său Sula (cîte o 
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amă în fiecare tub, conținînd câte 


ss primea d ml mediu), la 


buri - care 8-6 
ații de tuberculostatic, după, iz: 


cum urmează, : 


hidrazidă : 1:64 y; 1:16 xv: 
streptomicină : 1 4 K ger A ae da 
J r EE 140%) rg 16,0 y l 
CAD i 14%; 1,0 Y5 4,0 ygi 16,0 y 


` ` 
Së SE EEN lame sînt lăsate la termostat (37% O 
I anta, ` ES RE ă, la că ă 
Ziehl-Neelsen ŞI se examinează, (obiectiv seat mio. ee 
constată apariția de microcolonii bine dezvoltate, se scot P 
celelalte lame, în vederea citirii definitive. Pentru aceasta Co 
se introduc în tuburi uscate fără dop, în care se lasă să se usuce 
la etuvă, apoi sînt sterilizate şi fixate (în aer cald, timp de o 
oră la 105°C), după care se colorează Ziehl-Neelsen și se exami- 
nează la microscop. Aprecierea creşterii pe lamele incubate în 
prezența diferitelor concentraţii de tuberculostatic, se face com- 
parativ cu creşterea obţinută pe lamele din tuburile martor (fără 
tuberculostatic). 

Pentru o mai mare precizie în aprecierea sensibilităţii, 
lamele pot fi examinate şi cu imersia, notindu-se numărul de 
bacili prezenţi în cuprinsul fiecărei microcolonii. Rezultatele se 
evaluează, după tipul leucogramei, în modul următor : 

— se numără 100 unităţi bacilare pe o lamă martor, necul- 
tivată (spre a se stabili gradul de omogenizare) ; 

— se numără 100 unităţi pe o lamă cultivată în lipsa tuber- 
culostaticului (spre a aprecia proporţia de bacili capabili de a 
se multiplica, cum şi potenţialul general de creştere al populaţiei 
microbiene ; : 

— se numără 100 de unităţi pe fiecare dintre lamele culti- 
vate în prezența de tuberculostatie şi se apreciază creşterea 
relativă pe fiecare lamă (ceea ce permite determinarea rezisten- 
telor parţiale). EK 

Creşterea în prezenţa de tubereulostatie se evaluează prin 
comparaţie cu dimensiunea maximă a grupărilor bacilare Lipă 
zente în produsul însămînţat (observate pe lama martor aie : 
tivată) şi cu numărul microcoloniilor dezvoltate pe lama martor 
„ultivată în absenţa tuberculostaticului. 

Rezultatul titrării comportă, pe de o parte, procentul de 
unităţi care au dat naștere la microcolonii în prezenţa diferitelor 


) timp de 
martor, care 
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dei “mo tan " 4 
Sek Eeler de tuberculostatic, iar pe de alta, im portanta 
creşterii, care se notează astfel : 4 RSR 


+ "2 alai mu u i 
AR m iha slabă, microcolonii de maximum 20 b.K. 
det 0 Biere intermediară, microcolonii de 20—50 b.K. 
+ creştere intensă, microcolonii de 100 b.K. san peste. 


Interesul metodei constă în rapiditatea rezultatelor (şapte 
zile) şi în stabilirea proporţiei reale de bacili rezistenti prezenţi 
în populaţia bacilară. 

Dacă după şapte zile de incubare aprecierea, dezvoltării pe 
lamele martor nu este coneludentă, se prelungeşte incubarea en 
încă şapte zile, după care se face citirea, definitivă, 

Inconvenientele metodei, care restring considerabil aplica- 
bilitatea ei, sînt următoarele : 


— nu poate fi practicată decît pentru expectorațiile care 
conţin un număr suficient de bacili prin bacterioscopia directă, - 

— este inutilizabilă pentru toate produsele patologice pauci- 
bacilare (urini, exsudate, l.c.r. etc.). 


g) Metoda Tison (Praz-Ooutant) foloseşte următoarea pro- 
cedură de determinare a streptomicinorezistenței (fig. 40). 


Mediul de cultură folosit va fi mediul Jensen, care, după 
repartizarea în tuburi (16 x 160 mm) şi înclinare în. coagulator, 
trebuie să prezinte o suprafață liberă de 12 cm? şi un bizou cu o 
lungime de 8 cm. În fiecare tub se adaugă cîte 0,25 ml soluție de 
antibiotic (streptomicină), care se va etala în mod uniform pe 
suprafața liberă a mediului. 


Soluția de streptomicină se prepară astfel: la 1 g streptomicină pulbere, 
se adaugă 10 ml apă distilată sterilă. Din aceasta, se pun 2 ml în primul tub 
de diluţie, care cuprinde 18 ml apă distilată. Astfel, în acest tub s-a realizat o 
concentraţie de 10 000 y/ml streptomicină. În următoarele 4 tuburi de dep 
cuprinzînd respectiv cite 15, 16, 12, şi 5 ml apă distilată, se trece : GK doe o) 
(cu 10 000 y/m1) în tubul (2) 5 ml E A E KI, $ dia le a 

= 500 y/ml) ; din tubu A = 100 ) 3 
ri pi if a eg Ser? = d ti Dacă din fiecare din aceste diluții se Aaa 
în fiecare tub cu mediu cîte 0,25 ml, vom realiza următoarele concentraţii finale 


(tubul (1) nu se foloseşte) : 5 y streptomicină/ml în tubul (2), 10 xml în tubul 


(3), 2 yim] în tubul (4) și 1 y/ml în tubul (5), Aceste operaţii sînt schematizate 
3 


în figura 40, 
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Fig. 40.— Metoda Tison pentru determinarea sensibilităţii b.K. la streptomicină. 


cald, răcire, decantare, filtrare şi sterilizare la autoclav). Astfel 
preparate, tuburile cu mediu prezintă o suprafață de însămîn- 
4are colorată în violet. 

< : Însămîntarea tuburilor cu produsul patologic se face direct 
dacă acesta conţine bacili, însămînțindu-se cele patru tuburi cu 
antibiotic, plus patru tuburi-martore, fără antibiotice. Dacă 
creșterea coloniilor nu este satisfăcătoare, se procedează la o 
repicare a unui număr cât mai mare de colonii, de pe tuburile- 
martor ` reînsămînţare indirectă. În cazul cînd coloniile sînt 
excesiv de rare, se dă ca rezultat „probă prea săracă pentru o 
determinare valabilă”. Dacă acestea sînt mai frecvente, ele sînt 
prelevate cu ansa, sînt puse într-o cupă de centritugă cilindrică 
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KS er rotund ŞI conținînd perle sterile, în care se adaugă 
soluție salină fiziologică sterilă. Se agită energic timp de 
aproximativ o oră, pînă la obţinerea unei suspensii omo Ge e, 
după care se adaugă soluţie fiziologică, aşa ca să s0 obti Es 
5 e dy AND CA f J inä D 
suspensie titrind 1 mg bacili/ml *). 

Din această suspensie, se însămînţează fiecare tub en 
Jensen, cu cite trei picături, cu ajutorul unei pipete Pasteur 
repartizînd imediat inoculul, în mod omogen, pe toată su pra,- 
fața mediului. După însămînțare, tuburile se capsulează (sau 
parafinează) şi se pun la termostat (37% 0), în poziție culcată ; 
ele sînt examinate mai întîi după o săptămînă. Dacă creşterea, 
coloniilor pe tuburile-martor este apreciabilă, citirea sensibili- 
tății este valabilă. Dacă însă martorii sint negativi (creştere 
inaparentă), tuburile se mai incubează încă o săptămînă (nu 
mai mult, întrucît căldura alterează antibioticul |). 


În cazul cînd evidenţierea coloniilor este dificilă, ele pot fi 
scoase mai bine în relief prin tratare cu telurit. În acest scop, 
se adaugă, în fiecare tub cu mediu, cîte trei picături dintr-o 
soluţie 1% de telurit de potasiu (în apă distilată); tuburile se 
pun, necapuşonate, timp de 24 de ore la termostat : coloniile 
„năseînde” vor apare colorate în negru, pe fondul verde-spălă- 
cit al mediului. Seriile de tuburi, în care martorii pozitivi sînt 
contaminaţi cu floră de asociaţie, nu vor fi luate în considerare 
(examenul se repetă). Este de recomandat ca aprecierea finală 
a sensibilităţii tulpinii de testat să fie făcută şi în raport cu o 
tulpină-standard (de referinţă), cu sensibilitate recunoscută, 
ca de ex. tulpina Hz, Rv (Saranak-Lake). 

h) Tehnica Gernez- Rieuz (1958). Se izolează b.K. din pro- 
dusul patologic pe Löwenstein-Jensen. Primoculturile obținute 
sînt reînsămîntate în mediul Dubos (cu Tween 80 în proporție 
de 100 mg/l) și se incubează 10 zile la 37°5 C. Subeulturile sint 
apoi trecute în trei serii de tuburi cu Dubos, conținînd cantități 
crescînde de antibiotic, plus un tub-martor (fără antibiotic). 
O serie de tuburi martor se însămînţează cu tulpina-standarăd 
sensibilă H. RY. Sg CR 

Cu această tehnică, pragurile de sensibilitate (dozele minime 
inhibante) sînt : 0,5 y/ml pentru streptomicină, 0,04 y/ml Lëck 
HIN și 0,6 v/ml pentru DAS. Se consideră rezistente tulpinile 


standard de BaS0, 
un balon cotat) 1,4 ml soluţie 1% BaCl, şi 98,6 


*) Titrul suspensiei se apreciază în raport cu o suspensie- 
care se prepară punindu-se (într- 
m] H,80, normal, 
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et se dezvoltă în prezenţa uni 
cercat, cel puţin egală cu: 1.0 tr d taing 
0,5 vim pentru HEN a 2,0 ales Da am streptomicină, 
A euer Institutului de ftiziologie din Bucuresti (G. Al- 
george) foloseşte mediile solide cu ou (Löwenstein-Jensen). Se 
utilizează fie metoda directă, (produsul patologic insăt e t 
de ei mediul cu tubereulostatie), fie metoda, indirectă (pie. 
A e A E Le b e D € e a Și 

CN deet Geier deja izolate din produsul patologie, pe mediile 
„Metoda directă se aplică produselor cu baciloscopia pozitivă, 
ŞI constă în însămînțarea directă a produsului pe Jensen cu 
tuberculostatic (comparativ cu tuburi-martor, însămînțate fără 
adaos prealabil de antibiotic). Citirea, rezultatelor este valabilă 
numai dacă pe tuburile-martor s-au dezvoltat, după incubare 
minimum 50—100 colonii tipice, față de care se raportează 


numărul de colonii apărute pe tuburile cu concentrații crescînde 
din tuberculostaticul încercat. 


1 concentrații a antibioticului 


Tuberculostaticele se adaugă la mediu, imediat înaintea coagulării acestuia 
(în balonaşe de 250—500 ml, din care se repartizează apoi în tuburi). Se prepară 
astfel, în prealabil, balonaşe, cu mediul Jensen necoagulat, la care se adaugă 
o cantitate de tuberculostatic, calculată la volumul total de mediu, după cum 
urmează : 


streptomicină 10 y/ml 
hidrazidă I. N. 0,2 y şi 1,0 y/ml 
PAS. 10 y/ml 
trecator 20 y/ml 
cicloserină 25 y/ml 
viomicină 10 y/ml 


Soluţia de streplomicină se prepară adăugind, la 1 g substanţă, 92 ml apă bidis- 
tilată sterilă (dil. 1 : 100 000 y/ml), soluție din care se fac apoi diluțiile (din 
10 în 10). 


Metoda indirectă, constă în izolarea prealabilă a bacililor 
pe Jensen (fără tuberculostatic) şi prelevarea coloniilor obţi- 
nute, din care se face o suspensie bacilară omogenă cu o opaci- 
tate convenabilă (în soluţie salină fiziologică sterilă sau, mai 
bine, în Sauton sau Youmans). Suspensia se lasă să sedimenteze 
pînă la depunerea agregatelor bacilare vizibile maoroscopio, 
íar din supernatantul rezultat (a cărui opacitate che: pă La 
respundă unei suspensii eher e Minte ed) i za 

ermeni), se însămînţează cîte LIL picături m b cu 
EIER Sch inoculul uniform, pe toată suprafața meaa 
(inclusiv tuburile-martor, fără tuberculostatic). Se inc 
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Oo y Zi H v D Ai 
sina îi, MTN de trei săptămini, după care se face citirea, 
preciind raportul dintre frecventa coloniilor obținute pe tubu- 
rile-martor Şi cele de pe tuburile cu tuberculostatic Rezultatul 
obţinut, se notează astfel (G. Algeorge) : Iute ON 
0 — absenţa creşterii 
+ — aproximativ 20 de colonii 
— numeroase colonii izolate 
— creştere confluență 
— creştere confluentă şi în lichidul de con- 
densare. 
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HH 


+ 
++ 


Metoda indirectă este mai laborioasă (rezultatele se capătă 
cu o întîrziere de 3—4 săptămîni) şi mai riseată (putind duce 
la o selecție a germenilor cu multiplicare mai rapidă, ai nu la 
aprecierea creşterii în ansamblu a populaţiei bacilare). De aceea, 
în practică, se foloseşte de predilecție metoda directă, cu care, 
dacă se porneşte de la o porțiune purulentă baciliferă bine aleasă, 
se capătă întotdeauna rezultate satisfăcătoare. 

2. — Sensibilitatea la hidrazida acidului izonicotinie (HIN) 
a bacililor tuberculozei este foarte asemănătoare aceleia folosită 
pentru streptomicină. Sînt în special de recomandat mediile 
de tip Dubos (patru tuburi cu : 0,1, 1,0, 5,0 şi 20,0 y/ml HIN + 
un tub martor), socotindu-se : sub 0,1 y : bacili foarte sensibili ; 
între 0,1 şi 1,0 y/ml sensibili ; între 1,0 şi 5,0 y/ml sensibilitate 
la limită ; între 5,0 şi 20,0 y/ml bacili clinic rezistenți ; şi peste 
20,0 y/ml, bacili foarte rezistenți. 

Metoda Institutului de ftiziologie din București (G. Algeorge) : 
se cîntărese 100 mg hidrazidă, care se pun într-un tub în care se 
adaugă apoi două picături de apă distilată, sterilă și doi ml 
acetonă. Se notează pe tub nivelul lichidului şi se încălzeşte 
tubul în baie cu apă la fierbere, pînă la dizolvarea substanţei. 
Se completează volumul lichidului pînă la semn, se lasă să 
ge mai răcească, apoi se repartizează cîte 0,2 ml în tuburi sterile, 
care se lasă la termostat pînă la evaporare. Tuburile, conținînd 
câte 10 mg substanță uscată (eristalizată),, se conservă timp neli- 
mitat (la 4420 şi la adăpost de lumină). În momentul Weeer 
se adaugă, pentru un tub, 10 ml apă bidistilată (conc. 


ml) și se filtrează prin Seitz EK. ; t 
y SN mod analog se procedează şi pentru obținerea soluţiei de 
trecator, iar pentru soluţia 
alcoolul, 


de D. A.R. în loc de acetonă se foloseşte 
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Metoda Instituti ) M 
o e WOA Înstotutului de la Praz-0 ste 
eene, di. 0utami. este schemat, 


x d. — Sensibilitatea la acidul 
Se recomandă folosire: 


izată 


gd „Păra-ammosalicilio (P. A 5) 
A Sării sodice (P.A.9.-s0dic). Solutia de 


18mi 
+ 2mil sol 
HIN cu 


25000%/ml ag/fare energică 


Se Sa e be Ama A D 
2500 7x/mi 10007/ml 2507/ml 


025 025 025 


> 


i 
b | V 


inutil. Ir 


Fig. 41. — Metoda Tison pentru determinarea sensibilităţii b.K. la H.I.N. 


i ă j dar soluția se 
tuberculostatic se prepară ca şi cea pentru HIN, ; 
dizolvă în alcool, la baia cu apă. La titrare, se socoteşte : sub 
0,5 y/ml bacili sensibili; între 0,5 şi 2,5 y/ml bacili la rea 
sensibilităţii ; între 2,5 și 10,0 y/ml bacili clinic rezistenți ; 
peste 10,0 y/ml bacili foarte rezistenți. Substanța trebuie pusă 
în soluţie extemporaneu, deoarece P.A.S.-ul se descompune 

id în soluţie apoasă. E tate 
SE AN PES Zoe un procedeu de determinare care este 
7 izat în figura 42. ' GE SN 
gott ap Derne la cicloserină : se goleşte, prin ehato 
nare bruscă, conținutul unui caget (250 mg), într-un tub storil ; 
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se adaugă 95 ml ană hidiati 
Dä apă bidistilată sterilă, se agită si ` 
menteze exoipieni a S tilată sterilă, se agită gi se lasă să sedi- 
al) se filtrează A Supernatantul limpede (conţinind 10 000 
na Tonn prin Seitz, după care se fac soluțiile mai di- 


w 


z 1 p 1, ON tat Lb) 1 L D laugă la me ji D DL VO 1, d 2 - d Il 
F S 7 


7gr pulv PAS(= 0725 gr subst act) Zä Hy0—» 
Imi __7ml ER 70 ml. 10m 


inutil 


Fig. 42. — Metoda Tison pentru determinarea sensibilităţii b.K. la PAS 


recipientul cu mediu se agită energic pentru omogenizarea solu- 
Hei de tuberculostatic în cuprinsul mediului (nu se adaugă 
volume prea mici, care nu permit un amestec omogen, sau prea 
mari, care ar dilua excesiv mediul). Mediile astfel preparate se 
repartizează în eprubete sterile (6—7 ml de fiecare tub), care 
sînt lăsate să coaguleze timp de 45 de minute la SN Astfel 
preparate, mediile cu tuberculostatic au o valabilitate de cel 
puțin o lună (la întuneric gi la +40). 

5. — Sensibilitatea la tiosemicarbazonă ( Tb,) se face în mod 
sus pentru tuberculostaticele majore, 


analog cu cele arătate mai 


3 
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ţinîndu-se însă seama de slabi bili Î 2 
Ju: Să seama de slaba solubilitate în apă a tanţei 
(maxim 125 y/ml). e saca 
Sensibilitatea „in vitro” a bacilului tuberculozei față de 


tuberculostatice nu se suprapune întocmai sensibilităţii lui 
9% vivo în orgi í , 


ganismul tuberculos tratat. Discordanţele dintre 


sensibilitatea determinată în laborator şi cea observată în cli- 


nică pot merge atit de departe încît cazuri etichetate de labo- 
rator ca total rezistente” să beneficieze incontestabil de tuber- 
culostaticul determinat ca ineficace şi vice-versa. 

__ Mecanismul instalării rezistenţei, ca gi discordamțele în ce 
priveşte manifestările ei in vitro şi in vivo, nu, sînt; încă perfect 
cunoscute. Din datele din literatură de care dispunem pînă în 
prezent, rezultă că acestea sînt condiționate de un complez 
de factori, dintre care unii ţin de heterogemitatea inițială a popu- 
Lotte? bacilare, în ce priveşte gradul de sensibilitate al diferiților 
indivizi bacterieni care o compun, alţii de anume particularități 
îimumnobiologice ale organismului infectat şi tratat, iar alții de 
conduita tratamentului însuşi. 

S-a constatat astfel că, după administrarea timp mai 
îndelungat a unui singur tuberculostatic (hidrazidă, cicloserină, 
trecator), rezistenţa în vivo se instalează foarte precoce, uneori 
chiar din prima lună de tratament. În cazul hidrazidei, propor- 
ţia de rezistenţe atinge 60—65% după 3—4 luni şi peste 90 % 
după 6 luni de tratament, iar în cazul streptomicinei, rezistența 
crește proporţional cu durata tratamentului, în ritm rapid 
(tabelul nr. 11). 

Tabelul nr. 11 


Proporția de forme rezistente (%) după: 


Streptomi- 
ema admini na | ami | ann | zim 
82 
18 —2 16 54 SG 
SO 18 50 65 a 
0,5 16 56 71 Si 


imi, i ) i multor tubereu- 

Ritmul de administrare, ca şi asocierea Mal TT, K 
lostatice, influenţează sensibil procentul de forme rezistente şi 
anume (Tucker) : 


ină zilni ist. 209 
streptomicină zilnic rezist a % 


tomicină bisăptăminal ` ` » Si 
eg zilnic + PAS. zilnice ` ` S e VĂ 
streptomicină pisăptămînal -+-P.A.S. zilnic să A 
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Uneori rezistența apare după o perioadă de timp destul de 
îndelungată de la încetarea, tratamentului, dar, o dată insta- 
lată, rămîne reversibilă. În cursul tratamentului, are loc o 
selecție progresivă de forme rezistente, evoluînd spre o rezistență 
globală (Pyle) : Gg 


Durata tratamentului vezistentă la 10 yim 
înainte de tratament 1 :90 000 

> săptămîni de tratament 1 :13 000 

3 d » d 1 :817 

4 on » » 1 :580 

5 «4 w . 1 :367 

12 an an ID totală, 


Trecerea formelor sensibile spre rezistență se face treptat, 
în cursul procesului, populaţia microbiană trecînd prin toate 
fazele unei rezistenţe din ce în ce mai înalte. 

= Forma  amatomo-clinică a bolii condiţionează în largă 
măsură instalarea rezistenţei. Este bine cunoscută apariţia 
precoce şi persistenţa indefinită a acesteia în majoritatea for- 
melor fibrocavitare, în care cazeumul ramolit,ca şi modificările 
de permeabilitate ale peretelui cavitar (conținînd factori inhi- 
bitori încă necunoscuţi), favorizează vegetarea formelor rezis- 
tente ; raportul dintre natura leziunilor bacilifere şi gradul de 
rezistenţă reiese din datele următoare (Canetti şi Saenz) : 


peretele cavitar plaje cazeoasă formaţiuni nodulare 
peste 1000 y/ml 20 y/ml 200 y/ml 
peste 50 y/ml 1 xml: 1 y/ml 


Cercetările efectuate pe piese de exereză IN. Bogdăneseu şi 
P. Nicolescu) au arătat că variațiile de sensibilitate ale bacililor 
izolaţi reflectă admirabil polimortismul leziunilor, în care coe- 
xistă germeni cu cele mai variate praguri de rezistenţă. ied 

Reacțiile imumobiologice caracteristice fiecărui gaina om 
parte (puterea fagocitară, reacţiile histologice specifice locale 
ete.) îşi au rolul lor în instalarea fenomenului. j Ă 

Factorii biochimici speciali, elaborați de anozo pagni 
me, şi capabili să inactiveze prin diferite procese ra ai S 
in vivo (ex. : acetilare) tuberculostaticul, favorizeaz 
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măsură persistența formelor „rezistente”, Fenomenul este foarte 
a, ter st LU W D b P x " 3 d H: Si ri 
oală azidei, faţă de care „inactimatorii” mai rapizi 
Sau mai lenți au ajuns să reprezinte o problemă dintre cele mai 
serioase de terapeutică pes 


Alegerea judicioasă a pragului de r 
tar >a 20 viro, ca şi alegerea unei 
în vivo a tuberculostaticelor sînt e 
clerea, ca şi pentru conduita core 
de rezistenţă, 

„Aprecierea eficienţii „in vivo” activit 
depinzînd de concentraţia în substanța activ 
necesită cunoaşterea, acestei concentraţii în 
În administrarea hidrazidei, în special datorită fenomenului de 
tmaciavare a acestui tuberculostatie în organismul anumitor 
indivizi, determinarea hidrazidemiei prin dozarea ei în serul 
sanguin devine o necesitate stridentă pentru buna conducere 
a tratamentului. 

Hidrazidemia utilă corespunde unei concentrații sanguine 
de 0,5 y/ml de ser la şase ore de la ingerarea unei treimi din 
doza zilnică obişnuită. 

Metodele de dozare a hidrazidemiei sînt de două categorii : 

— metode biologice, de elecţie, întrucît indică numai canti- 
tatea de substanţă activă (inhibitorie), singura care prezintă 
interes terapeutic ; şi 

— metode chimice, între care prezintă valoare practică cele 
care pun în evidenţă hidrazida liberă (activă). S 

1) Metodele biologice de care dispunem pînă în momentul 
de față în practică sînt în număr de trei, fiecare dintre ele bizuin- 
du-se pe una dintre următoarele proprietăți biologice ale 

ei: A tea 
RES unei culturi de bacili tuberculoşi sensibili, „de 
către serul de bolnav care conţine hidrazidă activă teară); 

— pierderea acidoaleoolorezistenţei unei culturi de Tes 
tuberculoşi hidrazidosensibili, sub acțiunea serului conțin 
substantă activă ; i S Lu 
ag ët E formării. de „corai” în freen 
tubereuloși sensibili, cultivați într-un mediu ichi s), 
la care s-a adăugat ser ou substanţă activă, Te dek hok 

În primul caz, din, sîngele recoltat SEN SH ër ee? 
nav, se fac diluţii de ser în mediul de cultură ( ierobiologie 

: hema laboratorului de micro eh 
5 ml de fiecare tub), după so y odată în tabelul nr.12. 
al Tnstitutului de ftiziologie (G. Algeorge), 1 


ezistentă pentru cerce- 
asociaţii, sinergice adecvate 
ondiții esenţiale pentru apre- 
ctă a tratamentului cazurilor 


ății tuberculostatice, 
d la nivelul umorilor, 
cursul tratamentului. 
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Tabelul nr, 12 


VI 
— 
Mediul Youmans 
(ml) 5 5 5 5 j 5 
D D Di 9 
Ser bolnav (mì 5 e 
i nl) 0,50 0,25 0,15 0,10 0,05 |(din tubul 
5 E NEE ee e), 
Diluţie finală a 10 1 gc lu 1: 30 1:50 | 1100 1 :200 


i Concomitent, se prepară „sistemul martor” (de referință), 
făcînd o serie de diluții de hidrazidă în mediu Youmans, pornin- 
du-se de la o soluţie HTN titrînd 1 y/ml substanță activă, după 
schema din tabelul nr. 13 (G. Algeorge). 


1atelul nr. 13 


Re EE 
Nr. tubului | I | II III | IV | vV | VI 
a 
Soluţia HIN (ml) 0 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 

Diluţie finală 
HIN 0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 


Dacă bolnavul primește, concomitent cu HIN, şi DAS. i se 
va adăuga în ser — pentru inhibarea acţiunii P.A.S.-ului — 
acid para-aminobenzoie (100 y/ml sau 0,05 ml dintr-o soluţie 
proaspătă titrînd 200 y/ml P.A.B.A.). Ko, 

Suspensia baecilară-test, cu care se face însămințarea tubu- 
rilor, se prepară dintr-o tulpină de b.K. HIN-sensibilă (ex. : 
H,, Rv sau altă tulpină de tip uman, hidrazidosensibilă), care 
fie emulsionată în soluţie fiziologică, De preparată după tehnica 
descrisă la metoda „culturilor pe lamă”. După însămînțare (în 
profunzime sau pe lamă), tuburile se păstrează la 37 DC şi, după 
8—10 zile de incubare, se cercetează creşterea în Salou pă 
tor; dacă este satisfăcătoare, se cercetează şi restul Mpu lo; 
notindu-se : a) la tuburile-martor, ultima iarta T Sc hih x 
toare și prima concentraţie total inhibitoare, a ioia ie ha 
inhibitiei la seria cu concentraţii cunoscute (WI. 1) 4 
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tuburile cu concentraţii necunoscute, ultima diluţie 
total creşterea, şi prima diluţie care 
media inhibiţiei |] 
trapia hidrazid 


care inhibă, 
încă, făcînd 
(M.D.XN.).Coneen- 
a fi dată de produsul : 


MIO x MDN. 


O altă metodă, care priveşte dozarea difuzimetrică în mediu 
solid, constă esenţial în introducerea, la fundul unui tub cu 
mediul Jensen, însămînțat în prealabil cu bacili tuberculogi 
sensibili la hidrazidă şi la streptomicină şi menținut în poziție 
verticală, a unei cantități de ser de bolnav tratat cu HIN, ur- 
mată de determinarea zonei de inhibiție pe verticală a creg- 
terii, în raport cu un sistem-martor (G. Algeorge). Zona de inhi- 
bitte este proporţională cu concentraţia, hidrazidei prezente 
în ser. O determinare riguroasă presupune o oblicitate perfect 
egală în toate tuburile cu mediu folosite, şi, bineînțeles, o canti- 
tate de mediu identică pentru tot sistemul. Tuburile cu mediu 
se însămînţează în suprafață, cu câte 0,2 ml suspensie bacilară, 
titrînd 0,01—0,02 mg germeni/ml de fiecare tub, după rea 
toate tuburile se lasă la termostat timp de 48 de ore E poate 
orizontală şi necapuşonate ; numai după acest bete SC 
se ridică în poziție verticală şi se capuşonează. Serul de cere 
i vă ) j i ediu (fără a se atinge cu 
se adaugă la fundul a trei tuburi cu m er me homme Cebu 
pipeta suprafaţa ae Saua) in E dod Ae Si = PL ei Ven 
$ i i ă conţine peste H 
în trei tuburi. Dacă seru ține Ce 

i înai însămi e, ţinîndu-se seama de H 
diluat înainte de însămînțare, ţ 7 ratacite 
fectuarea calculului. Tuburile-martor se dispun în ş = 

la cica inzî îte 1 ml ser de bou (care favori 
îte trei : prima cuprinzînd cîte 1 ml s bază 
deci SAGE E te, istilată dif nea tuberculostaticu 

ă i lt decît apa distilată difuziune H -i 
ze E i lelalte serii avînd concentrații desereseînde 
lui în mediu), iar ce BS 20: : 0,5: 0,25; 
dintro SE E EE timp de 20 
0,125 y/ml). Tuburile se Zeg e ra il o NA cete 

3 ă se fa cala À 
de zile la 37°5 C, după rA inhibiție pe verticală de la fundul 
se apreciază măsurînd rai SA ele Nulă în tuburile seriei- 

A s d uU . a SR 
tubului In Sus, cu ajutoru iază de la un tub la altul, fiind pro 
RE hidrazidă din fiecare tub. Practic, 
porțională cu concentraţia de | tte din tuburile-martor (cu o 
se măsoară mai întîi zonele SR e e face media (inhibiţia medie 
aceeași concentraţie de HIN) Let GE ansamblul inhibiţiilor 
pentru concentrația Consideram opine ea mp TUNA DA abseisă 

dii, se construeşte curba-ma tă dimensiunea zonelor 
medii, 8 idvazidă, şi pe ordonat: 
concentrațiile de hidrazidă, $ 


o mai permite 
a seria cu diluţii necunoscute 
ei în ser (hidrazidemia) y 
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de inhibitie. S "mină i 

a Lë Se determină apoi mărimea zonei de inhibiție 
ge Ce DI testat ȘI, prin referință la, curba-martor, ge obtin 
oncentrapia de hidrazidă din serul cercetat deg 


Al doilea procedeu (Mandel 
a hid 'azidemiei, 
bacililor sub ac 
următor ; 


Serul, recoltat aseptic de la bolnav, este diluat 1 : 

mediu de cultură cu acid oleic-albu mină, (tip Dubas ` ia aa ga 
GE ŞI 10 y/ml P.A.B.A. (1 ml ser + 9 ml mediu) ; din serul 
ss el diluat, se prepară serii duble de diluţii (i 10; 1 :20 ; 
1:40) (6 tuburi), în volum total de 2,5 ml în fiecare tub care 
sînt apoi însămînțate cu o tulpină virulentă de bacili tuber- 
culoşi de tip uman, hidrazidosensibilă şi streptomicinorezis- 
tentă, cultivată tot într-un mediu cu Tween 80 şi albumină, în 
prezența streptomicinei (10 y/ml) şi a cărei sensibilitate IaHIN 
(pînă la 0,8 y/ml) a fost în prealabil controlată. Se incubează 
5—7 zile la 37°C, după care se prelevă cîte o probă din fiecare 
tub şi se colorează după metoda Ziehl-Neelsen, rezultatele 
notîndu-se după cum urmează : 


d şi colaboratori) d 
bazată pe pierderea 


ţiunea hidrazidei din ser 


e apreciere 
acidorezistenţei (aar) 
; 86 practică în modul 


— păstrarea acidorezistenței (aar) 
la diluția 1:10 < 0,3 zim) HIN 
— pierderea moderată a aar la diluţia 1 :10, 
cu păstrarea ei la diluţia 1 : 20 = 0,3 y/ml HIN 
— pierderea marcată a aar la diluţia 1 :10, 
cu păstrarea ei la diluţia 1 :20=0,4 — 0,6 y/mlHIN 
— pierderea moderată a aar la diluţia 1 :20, 
cu păstrarea ei la diluţia 1 :40=—=0,7 y/ml HIN 
— pierderea marcată a aar la diluţia 1 :20, 
cu păstrarea ei la diluţia 1 :40=0,8—1,4 y/ml HIN 
— pierderea moderată a aar la diluţia 1 :40 peste 1,6 y/ml 
HIN 


Al treilea procedeu (Canetti, Grumbach şi Grosset) constă 
în a determina, comparativ cu un sistem-martor, doza 
cea mai mică de ser care, adăugată la un mediu (Aaaa) 
însămîntat cu, o tulpină sensibilă de bacili tubereuloşi virulenţi 
împiedică dezvoltarea acestora sub formă de corzi”. 


Tehnica constă în următoarele : a? 

— se diluează 1 ml din serul de cercetat în V e een regen 

; 10), se repartizează în şapte tuburi cîte : 0,1; 0,2; 0,3: 4 

veer er ek care ri completează cu Youmans fiecare tub, pînă la 1 ml 
? P. ? H 3 
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=- în alte două tubur 
0,8 şi 0,7 ml Youmans. 
Diluţiile realizate în aceste nouă 
i alize aceste nouă tuburi sint, respectiv: 1:100; ș 
Si Wi KA KK d f ; ; : ); 2:10 
ch Să AAR 6 b 100; 8:100;1: 10, 2:10; 3:10, Se adaugă apoi, în iod 
urile (cu excepţia unuia dintre martori), cite 0,05 ml dintr-o soluţie de 200 U al 
penicilină (concentraţia în fiecare tub : 10 U/ml). i 3 


Concomitent, se prepară un sistem-martor de şase 


următoarele concentraţii de hidiazidă : 0,02 ; 0,03 ; 0,04; 0,06: ; si 4 

la care se adaugă aceleaşi concentrații de penicilină ca i mal Met been 
se însămînțează cu cîte 0,05 ml dintr-o cultură, de şapte zile în mediul Dobos, 
de bacili tuberculoşi virulenţi hidrazidosensibili și streptomicine rezistenți După 
5—7 zile de incubare la 37°C, tuburile se scot din termostat și, din fiecare dintre 
ele, se prelevă cite o picătură care se depune pe o lamă bine degresată colorată 
cu metoda Ziehl-Neelsen şi examinată microscopic cu un obiectiv mare, În toate 
picăturile provenite din tuburile în care concentrația de hidrazidă a fost inferioará 
aceleia minime inhibitoare, se constată prezenţa de corzi bine dezvoltate. În pică- 
tura care corespunde concentraţiei minime de hidrazidă, ca și în acelea care cuprin- 
deau concentraţii mari de HIN, corzile fie că lipsesc cu totul, fie că sînt extrem 
de rare (de regulă fenomenul se constată în picătura care conține 0,05 y/ml HIN). 
Se alege, arbitrar, drept concentrație minimă inhibitorie, media aritmetică între 
concentrația de hidrazidă care mai permite formarea de corzi și prima concentraţie 
care o inhibă. Se depune — în același mod — pe lamă, cîte o picătură din cele 
11 tuburi din sistemul de testat, se colorează după metoda Ziehl-Neelsen și se 
examinează cu obiectiv mic. Toate picăturile care nu conţin concentraţia minimă 
inhibitoare prezintă numeroase corzi bine dezvoltate. O dată această concentrație 
atinsă, corzile dispar sau se răresc extrem de mult. Prin referinţă la sistemul- 
martor, se calculează hidrazidemia ; de ex. : dacă absenţa de corzi a fost notată 
în tubul care conţinea 0,1 ml ser, iar concentrația minimă inhibitorie de hidra- 
zidă în tubul-martor corespundea la 0,045 y/ml HIN, atunci : 


1 se pun 0,2 și 0,3 ml ser nediluat şi se adaugă, respectiv 
daf 5 D 


tuburi cu Youmans, cu 


1 ml ser = E x 0,045 = 0,45 y/ml HIN. 


3 


Întrucît concentraţia minimă inhibitorie ar fi putut exista deja într-o 
cantitate de ser uşor inferioară ultimei doze care mai permisese formarea de corzi, 
în acest caz concentraţia (C) a serului în hidrazidă devine : 


0,45 y/m1 Ş C < 0,56 y/m1 HIN. 


Metoda prezintă o serie de avantajii practice interesante, 
cum ar fi: 
— dozarea hidrazidei într-o cantitate foarte mică de produs; 
— permite Tea chiar într-un produs care ar tulbura 
Í i iului Youmans ; 
ga Pr ENRETA a rezultatelor (obiectiv mie); 
— posedă o mare sensibilitate (ezitările asupra diluțioi 
critice sînt excepţionale). 
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e be, mai SCC chimice, deşi prezintă în gene 
practi redus ca cele biologice pentru determi 
trației tubereulostaticelor în lichidele biologice 
indicații utile pentru controlul administrării tuberculostatic {luj 
(în Special al hid azidei), prin decolarea acestuia, în arin, în 
practică, ele se folosesc mai cu seamă pentru decelarea hidra zidei 
şi a P.A.S.-ului şi numai arareori Şi a streptomicinei, aey 

Hidraziduria, în vederea controlului administrării HIN 
(în staționar sau ambulator, în scop terapeutic sau profilactic ) 
se poate determina pe baza identificării în urină a, inelului izo- 
nicotinic din molecula hidrazidei. Re 


i | activii cei mai sensibili, 
care ar putea fi folosiţi în acest scop, sînt bromura, (clorura) 


de cianogen şi 2,4-dinitro-1-clorbenzenul, dar întrucât, aceştia, 
sînt sensibili şi la alte substanţe înrudite ce pot fi prezente în 
urină (vitamina, PP, nicotinamida), folosirea lor este limitată, 
(lipsă de specificitate) (Păunescu şi Georgescu, 1961). 

E Testele urimare de identificare a HIN, propuse pînă astăzi 
în clinică (Păunescu şi Georgescu, 1962), sînt : 

— testul cu reactiv Hhrlich (p-dimetilamino-benzaldehidă ), 
care dă în prezenţa hidrazidei o coloraţie galben-roşeată ; nu 
este prea utilizat din pricina slabei sale sensibilităţi şi specifi- 
cități ; ; x 

— testul cu 1,2-naftochinon-sulfanatul de sodiu, care dă 
colorație roşu-violet în prezența HIN, deşi suficient de sensibil, 
este rar întrebuințat, ca urmare a lipsei lui de specificitate (reae- 
ționează și cu alte substanțe, ca fenacetina, amidopirina); 

— testul cu vanilină este greu de citit, dînd în prezenţa hi- 
drazidei o coloraţie foarte apropiată de aceea a urinei însăşi ; 
Păunescu şi Georgescu (1960 şi 1961) au mărit sensibilitatea 
reacției, prin unele modificări aduse tehnicii iniţiale ; 

— testul cu vanadat (Wollenberg, 1952), după metoda pro- 
pusă recent de Păunescu şi Buzescu (1960), este testul de elecție, 
atît pentru simplitatea, cât şi pentru sensibilitatea lui (permite 
decelarea în urină, cu ochiul liber, a unei cantități de cirea 25 
y/ml hidrazidă liberă). Cu acest test este poi pa atita, S 
trolul administrării HIN, ci et aprecierea marazide 


ciente. 


ral un interes 
narea concen- 
pot da uneori 


i EI v cotat de 1 1, se introduc 500 mł 

P area reactirului : într-un balon cota | 3 i ra 

apă a vi g sulfat de amoniu ; se agită pînă 1e apa ger Se 

i 2 ml hidrat de amoniu (49 zua à nou 

[ză Meta rânedai Gebuer 40 ml acid acetic glacial şi 10 ml acid sulfuric 
pină la A 
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ett? (d = 1,84), aducindu-se la semn cu apă distilată, Se păst ki 
op ` i i i 5 ata, > astreaz: 
rună cu dop rodat, la temperatura camerei, i 
b) Efecluareco probei. Dimineaţa 
trează bolnavului b treime din doza zilnică de HIN (a cărei afiei i 
lează), o dată cu 950 ml lichide (ceai 1 A lapt Eege ee 
reel ; 2! a al, apă, lapte) și i se cere ca în următoarele 
D ore să nu ingereze mai mult de 100 m] lichide. După 4 ore sii i hb 
priza de hidrazidă bolnavul va urina (uri F BN Dl perie 
E azidă, f E i tina se aruncă), apoi va păstra urina pînă 
i -a E och A $ astrz a pină 
2 6 ore, cînd îi este luată pentru efectuarea reacției, Aceasta se practică astfel $ 
d 2 ml urină se adaugă încă 2 ml reactiv ; imediat apare o colorație maron-roseată 
d acă concentrația urinară a HIN depăşeşte 25 YIml substanță, activă),a cărei 
intensitate este proporțională cu concentraţia tubereulostaticului, 


sticlă 


după prealabilă micţiune, se adminis- 


— testul fluorometric (Peters), se bazează, pe formarea nnui 
complex fluorescent la contactul hidrazidei libere cu, bromura, 
de cianogen, a cărei fluorescenţă este de 300 de ori mai intensă, 
decît aceea a complexului rezultat din contactul bromurei cu 
derivații inactivi ai acesteia. Prin măsurarea fluorescenţei, 
se poate determina cantitatea de hidrazidă liberă, iar prin deter- 
minarea colorimetrică se obţine cantitatea de hidrazidă totală. 

P.A.S.-emia utilă este ordinul a 0,1 y/ml. După adminis- 
trare orală, absorbţia este numai parţială, eliminarea, prin fecale 
putînd atinge 50%. Concentrația maximă în sînge se realizează 
la o jumătate de oră de la ingerare, spre a scădea apoi rapid, 
aşa încît, după 4 ore, să atingă limita utilă. În perfuzie, P.A.S.- 
emia atinge concentrația sanguină maximă, îndată după ter- 
minarea ei şi se menţine în limite utile pînă la 24 de ore. În sînge, 
substanţa se află atît sub formă liberă, cît şi sub formă „legată” 
de proteinele serice. 

NI etodele de dozare a P.A.S.-emiei, cele mai utilizate în prac- 
tică, sînt două şi anume : 

— metoda cui clorură ferică, bazată pe reacţia de culoare 
ce apare la contactul acestei substanţe cu P.A.S.ul (Păunescu 
şi Georgescu, 1962) și se practică astfel : la 10 ml sînge oxala- 
tat, se adaugă 10 ml acid tricloracetie 10%, se agită gaze 
timp de 5 minute, apoi se filtrează. La 5 ml filtrat clar, ip sea 
0,5 ml clorură ferică şi se compară coloraţia roşie-viole ch S 
nută cu aceea a unei soluţii-etalon de PAS. (în es Age 
cât mai apropiată), citîndu-se extincția ti ës E o ea 
(filtrul verde, cuvă 10 ml). Pentru, construirea cur SN ak 
nare, se foloseşte o gamă de soluții-etalon între 1 ta A mg Ze 
GAR. care se tratează în acelaşi mod ca şi proba de analizat ; 


— metoda cu. reactiv Bhrlich (Grebenik; Georgescu). Se 


e reactia de € Sul 
baza pe tonal dehidei şi se execută asttel: 


sînge oxalata 


f re o dă P.A.S.-ul în prezența 
culoare pe ca ër a 


ti se adaugă 14 ml apă distilată. Se agită, se lasă 
H 


AC 
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în repaus 3 mi j Apo 
D AL 3 minute, apoi se adaug! 
p-toluensultonie 2007 HCl 09 NO 

` i Y HCL 0,2 N 
rea m repaus d minute apoi se filtr ă 

Kn v An in d EI NEE) vi Antin f 
Schüll (dacă tiltratul nu iese clar, se mobi in hîrtie Schleicher- 
(2 ml sînge), se adauoă, 1 "ix BO retiltrează). La 5 ml filtrat 

aaas © 0 adauga L ml citrat do sodiu 0.75 M ro 
distilată l- 394 a ani TET » SoaIu 0,75 M. (250 ml apă, 

Su 99,4 9% acid citric l- 16,8 e N, p 
10% şi 1 ml soluție 2% p-dimotila iri. aOH), 0,40 ml HO 
95%. Se completează Kee al ; eet bonzaldehidă in alcool 
, e + (Mtb AA V muU, pA i i ð eet 
galbenă obţinută cu aceea a ur i d so compară culoarea 
tată în acelasi mod). sau ma pune Soluții-etalon de PAS, (tra- 
Hinh flt e: nod), sau se citește extincţia, la fotometrul Pul- 
KC i $ albastru, cuvă 10 mm). Ka 

r.A. S -urg cer apă Bio ĝ sp ia e A j 
liber. fie ie ei se cercetează fie în vederea dozării P.A.9.-ului 

T, pentru determinarea P.A.S.-ului total (Păunescu gi 
Georgescu, 1962). > vota, dunescu gi 
azi P.A.S.-ul liber : la 1 ml urină (diluată 1 :50), se adaugă 9 m! 
din run amestec format din 32 ml acid tricloracetie 10% + 
30 ml NaOH 1% +10 ml tiv ` : ou Q E 
PE fo T 10 ml reactiv Ehrlich 2%. Se adaugă apoi 
ml apă distilată ŞI se compară culoarea galbenă obținută 
cu aceea a unei soluţii-etalon de P.A.S. (sau se citeşte densi- 
tatea optică la fotometrul Pultrich). 

P.A.S.-ul total : la 1 ml urină, se adaugă 2 ml HCI 10%, şi 
T ml apă distilată ; amestecul se introduce, timp de o oră, într-o 
baie cu apă la fierbere (P.A.S.-ul liber sau conjugat trece, prin 
decarboxilare, în m-aminofenol). Se completează volumul la 
25 ml cu apă distilată şi se dozează m-aminofenolul, substituin- 
du-se soluția apoasă 1 :50 cu soluția 1 :25. 

Pentru celelalte tuberculostatice, a căror metabolizare în 
organism nu, duce la „inactivarea” lor, cum este cazul cu HIN 
şi cu P.A.S., determinarea concentraţiilor lor în vivo nu se im- 
pune cu aceeaşi necesitate ca în cazul acestora două. De aceea, 
cunoașterea metodelor de dozare nici nu prezintă interes practie 
în clinica ftiziologică. Numai în cazuri foarte rare, datorită 
fie pragului de eliminare prea scoborît (cicloserină), fie dozelor 
mari necesare anumitor tratamente, care le apropie prea mult 
de cele toxice (trecatorul), fac utile asemenea "determinări. 


v pu țin câte puțin, 6 ml acid 
» Agitind continuu, Se lasă din 


APRECIEREA HIDRAZIDOREZISTENȚEI BACILILOR TUBERCULOZEI 
PRIN METODE BIOCHIMICE 


ezistenţei se însoţeşte de modi- 


germenilor, mai cu seamă în ce 
a tăcut să se încerce 


Constatarea că dobindirea r 
ficări însemnate în metabolismul ; 
privește echipamentul lor enzimatic, 
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aprecierea rezistenţei dobîndite prin te 
mice, caracteristice bacililor deveni 
a pune la punct asemenea teste an reuşit să dea, pină î 
o orele e bee all a dea, pina în prezent, 
page ze i al in op priveşte bacilii hidrazidorezistenti 
i © i etabolism diferă sensibil de acela al bacililor normali 
in eebe biochimice mai profunde ale metabolis- 
ului bacililor hidrazidorezistenţi, cele mai semnificative s-au 


arătat alterările în echipamentul lor enzimatice privind unele 


enzime respiratorii : catalaza și perowidaza. Aceste 
zente la bacilii tuberculozei normali, lipsesc la ma 
riantelor lor hidrazidorezistente. De aceea, testarea activităţii 
catalazice, ca şi a activităţii perowidazice a germenilor care au 
venit în contact cu HIN, a fost socotită ca un criteriu impor- 
tant în aprecierea rezistenței. Această testare nu se poate sub- 
stitui metodelor biologice, însă le poate completa mai ales cînd 
este vorba de a aprecia proporția dintre bacilii sensibili şi cei 
rezistenți într-o populație bacteriană dată. Metodele propuse 
pentru determinarea practică a activități catalazice şi peroxi- 
dazice sînt relativ simple şi executarea lor este posibilă chiar 
în laboratoare cu utilaj modest. 


ste bazate pe reacţii biochi- 
ți rezistenți. Încercările de 


enzime, pre- 
joritatea va- 


1) Determinarea activității catalazice se poate face prin citeva tehnici a 
căror precizie variază, dar care pot da indicaţii satisfăcătoare pentru nevoile 
curente. Între acestea, indicăm următoarele : 


a) Culturi pe mediu lichid (Sauton, Youmans, Dubos) de bacili tuberculoşi 
din tulpina de testat se filtrează prin pilnii cu hirtie de filtru sterile, iar corpii 
bacilari rămaşi pe filtru se spală de două ori succesiv, cu soluţie fiziologică sterilă. 
Din masa de corpi spălaţi, se prelevă o ansă de germeni, care se suspendă în 1 ml 
tampon fosfat (tampon fosfat-citrat Sörensen, pH 7,0). 

Se adaugă 1 ml soluţie 0,70% Ha02, se agită și se lasă 30 de minute la 
20°C, după care se cercetează formarea de bule de oxigen eliberat. 

b) Corpii bacilari, obţinuţi ca şi în metoda anterioară, sînt spălaţi de trei 
ori în soluţie fiziologică sterilă şi suspendați în soluţie fiziologică aşa ca să se capete 
o suspensie titrînd 50 mg/0,5 ml. Se adaugă 2 ml tampon şi se obține o suspensie 
titrind 50 mg/2,5 ml, în care se introduce 1 ml H30. Se agită şi se ține la 
20°C, timp de 30 de minute, după care procesul descompunerii apel oxigenate 
(în H,O + O) este blocat prin adăugarea a 1 ml HSO, 20 %. Cantitatea de apă 
oxigenată restantă se determină prin titrare cu KMnO, obținîndu-se din (Ge 
renta dintre titrarea Has în absenţa micobacteriilor (4) şi în prezența lor LI 
(diferenţa dintre valorile (A) și (B) reprezentînd activitatea catalazică expri- 
re ice B ti foloseşte o metodă de deter- 

La Institutul de ftiziologie din Bucureşti se oloseşte od er 
ANR a eul. solid (Jensen), care constă în următoarele : culturile cu tulpina 
de testat pe mediu „Jensen se acoperă cu o soluție rogei st iii ia 
; bidistilată) şi perbicro: 
ale de pirocatehol (0,2 g în 100 ml apă KR 
AM pibistilată), care se prepară în momentul întrebuințări. Prezenţa 
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catalazei se citește după 2— 
»bule” gazoase la supr 
d) O metodă i i 
a mai precisă este următ d i 

` ; să este atoarea (I, Winder, 1960): 
` e psp nea de corpi bacilari cu 1 mi tampon peri 
di D ad N e / 

A ` o aie de apă la 18°C, Se adaugă apoi 

e lasă exact ni d ac A 

ici gënt e) Je în contact, după care r achia este blocată prin adăugarea 
at SON at de iar A centrifughează, iar supernatantul se fotometrează 
3 Mtuită la 400 mu), Probele albe (martorii), ca și determinările de peroxid 


è 55 À 
de timpul Zero ; Se fac concomitent cu determinările de enzimă, Activitatea cata- 
azică specifică se calculează după formula : 


5 minute de cont 


act și se traduce pri 
SÉ d » traduce prin de 
afața coloniilor, 


zvoltarea de 


se amestecă 
într-un tub care se introduce 
„cu pipeta, 1 ml H30, (100 yim), 


D 


D a 
= log — (L x g-ixmin-1), în care: 
ixc b 


E: timpul reacției în minute; c: concentrația celulelor bacteriene (în greutate 
uscată/l de suspensie) ` a = concentrarea Hais la începutul reacției ; b = concen- 
trația finală de H,O. Activitatea specifică trebuie convertită la „capacitatea 


catalazică” (K.f.v.), multiplicind cu 20 - 
2X3 

Cu această tehnică, valoarea obținută la 2 minute reprezintă o aproximaţie 
satisfăcătoare pentru timpul „zero”. 


e) Pentru examinarea unui număr mai mare de tulpini (examene în serie) 
şi cînd este suficientă doar o orientare asupra prezenţei sau absenței enzimei, 
se poate folosi şi următorul procedeu, de o mare simplitate, utilizat în mod curent 
şi în laboratorul nostru : 

— corpii bacilari, recoltați din mediul de cultură (Youmans, Jensen), 
sînt spălaţi de două ori succesiv cu apă distilată sterilă (prin centrifugare) şi 
sînt depuşi pe fundul unor tuburi de hemoliză ; concomitent, se prepară reactivii 3 
unul format din 0,5 ml Tween 80 în 9,5 ml apă distilată şi al doilea dintr-o soluție 
30% apă oxigenată. Reactivii se amestecă și, din amestecul obținut, se depun 
cîteva picături în tuburile cu germeni, notîndu-se degajarea de oxigen (bule), 
consemnînd rezultatele cu semnele +, ++, #H+ şi H+H. În toate cazurile, 
trebuie avută în vedere si existența de tulpini provenite de la indivizi tratați, 
care, deşi nu manifestă o sensibilitate aparentă la hidrazidă in vitro, au gg 
activitatea catalazică. O tulpină HIN-rezistentă la peste 1 y/ml Siem ă, ŞI 
care manifestă o activitate catalazică importantă, nu este aproape ea ep 5 
micobacterie virulentă adevărată, ci mai totdeauna una See eer vs en 
„atipice” caracterizîndu-se, Ge Ss ee GC rezistenţa lor la h 
concomitent cu o activitate catalazică 1 k CH 

2) Determinarea activității perozidazice poate fi executată cu ajutorul unuia 


din procedeele indicate mai jos: l 
f Se pipetează în cuva (1 cm) unui EE ër Si 

2 i i l] apă distilată (sau tampon) şi 4- D l 
EA vi introduce celula în aparat DC mica 

4 Se adaugă 0,01— 0, a0a 

8°C, cu apă cireulantă), H e 

aipa ee Bila an cantitatea adaptîndu-se după Greter a paneas 
Voie i) oi se agită rapid amestecul. Se citeşte oztinoiia ie As Bia d er pa 
E un cronometru, și se apane apót CH SE manh geit 
d e, Valoarea obținu rent i jorhfia 

E? “i SCC BERT în absența HaOa este proporțională cu activitate 
maxim 
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peroxidazică. Lucrul este valabil şi pentru soluțiile de 
diluate aşa încît să corespundă activităților găsite la preparate bacilare. Rezul- 
tatele se standarizează determinînd »numărul de purpurogalină” (P.Z.), cu 
tehnica Wilstätter-Stoll pe aceleaşi preparate şi făcînd rezultatele așa ca să cores- 
pundă toate activităţile cu valorile »P.Z.”. Ele nu sînt atît de precise cantitativ, 
ca urmare a existenţei unei activităţi catalazice concomitente şi, eventual, a 
altor substanţe interferatorii, prezente în extractele crude. 

b) Se mai poate folosi, pentru simplificare, şi tehnica descrisă la punctul 
(c) pentru catalază, prezenţa peroxidazei traducîndu-se, în acest caz, prin colo- 
rarea coloniilor în brun-negru. 


peroxidază din hrean, 
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peroxidazic 


ă. Lucrul este valabil și pentru soluţiile de 
diluate așa încît să corespundă activităţilor găsite 1 
tatele se standarizează determinînd 
tehnica Wilstiătter-Stoll 


pundă toate activităţile 


peroxidază din hrean, 
a preparate bacilare. Rezul- 
„numărul de purpurogalină” (P.Z.), cu 
pe aceleași preparate şi făcînd rezultatele așa ca să cores- 
cu valorile „P.Z.”. Ele nu sînt atît de precise cantitativ, 
ca urmare a existenţei unei activităţi catalazice concomitente şi, eventual, a 
altor substanţe interferatorii, prezente în extractele crude. 

b) Se mai poate folosi, pentru simplificare, şi tehnica descrisă la punctul 
(c) pentru catalază, prezența peroxidazei traducindu-se, în acest caz, prin colo- 
rarea coloniilor în brun-negru. 


CAPITOLUL XV 


ALTE GRUPE DE MICOBAC- 
TERII: MICOBACTERIILE 
„ATIPICE”, SAPROFITE ȘI 

LEPROASE 


»Se vor descoperi în viitor şi 
alte specii de bacterii, cu ace- 
leaşi proprietăţi tinctoriale ca şi 
bacilii tuberculoşi”... 


R. Koch (1884) 


Pe lîngă micobacteriile patogene cercetate, răspunzătoare 
pentru infecția tuberculoasă a omului şi animalelor sensibile, 
se mai cunosc astăzi şi alte micobacterii, care, fie prin larga lor 
răspîndire în natură, fie prin rolul lor în patologia umană, pre- 
zintă şi ele un interes deosebit pentru microbiologie. Acestea 
se pot încadra în trei mari grupe : 1. micobacteriile zise atipice ; 
2. micobacteriile saprofite (bacilii paratuberculoși) ; şi 3. mico- 
bacteriile lepret. 


1. MICOBACTERIILE „„ATIPICE” 


În decursul ultimilor zece ani în special, s-a semnalat în lite- 
ratură, cu o frecvenţă din ce în ce mai mare, izolarea, din pro- 
duse patologice provenite de la bolnavi cu diagnosticul sira 
şi radiologic de tuberculoză, a unor micobacterii care, prin Las 
caractere particulare, nu se puteau încadra între micobacteriile 


ipi atogene sau saprofite, de unde şi denumirea de mico- 
ei aleea care li s-a dat. Citați răzleț încă e? pas ei 
autorii sovietici (Klebanova ȘI Trius, Ces ză Gei 
Kagramanov etc.), „atipicii” au ajuns pe anau p an kaor 
ţărilor ftiziologice, o dată cu lucrările lui Buhler ai a ul Dap 
a mit, n tot, rea în ne Gata, lenea 
bacili ed ett P pacili galbeni” (yeltow-bacilli). 


Cercetările ulteri i i Timpe (1954), făcute pe 
i orioare ale lui Runyon ȘI 1 d ? 

iapă d permis izolarea Și individualizarea a destul de 
3 


ie — 
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numeroase tulpini, pentr ` 
w "mr » pentru ca acestea să constituie o imnartantx 
stupa nouă de micobaeterii, na ate 
Grupul cuprinde, î ili aci 
d i hh h i *onera, af WE VAI 1 i s 
cìianofili, cu e gitt de Zi ge geht d Ge 
A wt e arero culturale variabile, crescând rapid si fără 
wé oxigențe nutritive, lipsiţi de regulă de cord-factor rezistenti 
a (ed lot ice, catalazo-pozitivi şi nepatogeni pentru ani 
D ` - D a Tcon R i 4 7 
de ele de laborator. Frecvența cu care s-au izolat diferitele 
d erg Maga considerabil după autori : 0,6 % după Mitchinson 
şi Ke CN 1% după Kagramanov (U R.5.3.) şi Hedvall, între 
St d VA după Runyon, 2% după Cohn, 9% după Nasta (R.P.R.) 
19% după Bell şi Riemensnider, 25 % după Kelz şi colaboratori. 
Poziţia lor sistematică, încă neprecizată, pare să le situeze 
între micobacteriile patogene și cele saprofite. Descrise sporadie 
în lucrări mai vechi (Beaven — 1930, Cummins şi Williams — 
1933, Kalinina şi Veisteiler — 1935, Pinner — 1935, Seterken 
şi Landau — 1936, Drabkina — 1937, Baldwin — 1942, Winkle 
şi Loomis — 1948, Tarshis şi Schiff — 1950), sînt evidențiate 
în ce priveşte importanța, lor clinică de 'Tarshis și Frisch (1952). 
Caracterele lor distinctive privesc : 


A) Aspectul morfologie : sînt germeni în general mai lungi 
decît bacilii tubereuloşi tipici, dar prezintă o mare variabilitate 
de formă şi dimensiuni ; cel mai ades se prezintă drepţi, rigizi, 
groşi, dispuși în grămezi ce amintesc „globii” leproşi sau bacilii 
difterici. Uneori, se prezintă ca niște cocobacili ori chiar coci, 
alteori filamentoşi, cu aspect miceliform. La coloraţia Gram, 
se prezintă cel mai adesea ca pozitivi, dar nu rareori se întilnese 
şi tulpini Gram-negative. Foarte adesea, corpul bacilar con- 
ține granulații dispuse longitudinal, care imprimă un aspect 
scalariform. Formarea de „corzi” lipseşte mai întotdeauna sau 
este foarte redusă (caracter intermediar între bacilii virulenți 
şi cei avirulenţi). Coloniile au tendința spre forme netede” 
(S), mai cremoase şi mai ușor de disociat în soluţie fiziologică 
decât cele ale bacililor virulenţi. Tulpinile zise „fotocromogene 
seamănă mult cu cele ale bacililor tubereuloşi tipici, pe cînd cele 
nefotocromogene sînt albicioase sau ușor gălbui, tără tendinţă 
la pigmentare prin expunere la lumină. Coloniile „„Scotoeromo- 
gene” prezintă o pigmentare galben-portocalie, care se accen- 
tmează la întuneric. i 

B) Caracterele culturale. Puțin pretenţioase, micobacteriile 

ini i iti duse, ceea ce le permite să se 
atipice au, exigente nutritive reduse, E ege 
dezvolte convenabil pe mediile uzuale, preferim D 


MICOBACTERII „ATIPICE, 


SAPROFITE ȘI LRPROASE 203 


C Í j i A N D 
Ce țese) aisa da ke Gg etc.). Temperatura optimă, de 
are a H do 22*0 (Lack), dar crose satisfăcător ai la 
a i ack), dar cresc satisfăcător si la 
Geess sa (caracter comun cu bacilii paratuberculoşi). 
9 este ceva mai rapidă decît aceea a bacililor tube 
` EN LU AX JU ACOPA A cililor t T- 
culoşi tipici. ; Ke 


Pentru a le diferenția de aceștia, unii autori au propus medii di í 
de cultură, între care sînt de reţinut în special Poll Bed de Ste 

1) Mediul cu neotetrazoliu (Gastambide-Smith, 1958), care servește ca test 
de diferenţiere, folosind puterea inhibitorie pe care o exercită prezența neotetra- 
zoliului într-un mediu selectiv (Youmans, Dubos, Jensen), într-o anumită con- 
centrație. Pentru prepararea lui, se dizolvă 0,05 g neotetrazoliu în 20 ml etanol 
şi se adaugă, în mod aseptic, la 480 m] Youmans (concentraţia realizată :1 : 10 000) ; 
dizolvînd în mod analog : 0,012 g și 0,03 g neotetrazoliu, se obțin concentrațiile 
de, respectiv, 1 : 40 000 și 1: 160 000. Mediile cu substanţa astfel încorporată 
se incubează la 37°C şi se controlează după 15 și 30 zile. S-a constatat că tulpinile 
de bacili tuberculoşi de tip uman, bovin, ca și micobacteriile saprofite şi Myco- 
bacterium fortuitum, nu cresc pe acest mediu de cultură în prezenţa unei concen- 
traţii de neotetrazoliu care depăşeşte 1 : 40 000, în timp ce micobacteriile atipice, 
ca şi acele de tip aviar, se dezvoltă şi pe medii care cuprind concentrații de neo- 
tetrazoliu mai mari de 1 : 40 000. 

2) Mediul cu _tioglicolat (Tarshis-Frisch, 1952) permite dezvoltarea celor 
mai multe tulpini de micobacterii atipice şi împiedică creșterea celor tipice, putind 
astfel servi pentru o diferenţiere de grup a micobacteriilor. Mediul are urmă- 
toarea compoziţie : 


extract de drojdie de bere 5g 
casitronă 15 g 
clorură de sodiu p.a. 2,5 g 

` l-cistină 0,25 g 
acid tioglicolic 0,3 g 
geloză 0,75 g 
albastru de metilen 0,002 g 
apă distilată q.s.p. 1 000 ml 


3) Mediul Wong- Weinzirl (1957) permite o dezvoltare eugonică a mico- 
bacteriilor tipice, în timp ce acele atipice se dezvoltă foarte slab sau de loc. Mediul 


prezintă următoarea compoziţie : 


acid malic ER? 
hidroxid de amoniu (soluţie 10%) 12 m 
citrat de amoniu 5 ge 
fosfat acid de potasiu 7g 
carbonat anhidru de sodiu - g 
clorură de sodiu pa. 3 g 
sulfat de magneziu p.a. g 


0,05 g 
citrat feric amoniacal ga 
glicerină pură p.a. (bidistilată) ca W 


apă distilată q.s.p. 
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pH = 6,8; se autoclavează, apoi se 
glucoză 
şi se aduce la pH = 7,0, 


adaugă : 
10 g 


0) Diferenţierea pe baze biochimice a micobaeteriilor atipice 
se mai poate face, pe lîngă folosirea acestor „medii diferențiale”, 
şi pr in unele teste biochimice, între care sînt de reținut următoa- 
rele : 


a) Testul cu niacină (Konno, 


Aa. 1956—1958) se bazează i 
K. Kanno, că partea funcțională a pri a e faca 


$ 1 unor coenzime care participă la procesele 
de oxidoreducere celulară bacteriană (di- și trifosfopiridina nucleotidică), este 


niacina (nicotinamidaza). Unele micobacterii pot sintetiza această substanță 
plecînd de la aminoacizii prezenţi în mediu (așa sînt bacilii tuberculoși adevăraţi), 
pe cînd altele fie că nu o sintetizează de loc, fie că au o putere de sinteză 
extrem de redusă (cazul micobacteriilor atipice). Plecînd de la această constatare, 
autorii au pus la punct o metodă colorimetrică de identificare a niacinei, bazată 
pe apariţia unei coloraţii galbene pe care o dă această substanță (derivată din 


piridină), în prezenţa bromurei de cianogen. Metoda constă esenţial din 
următoarele : 


— se prelevă, din cultura de cercetat, aproximativ două anse bogat încăr- 
cate cu bacili vii, care se introduc într-un tub de hemoliză ce conţine un amestec 
format din : 


soluţie de anilină 4% în alcool 95% 1 ml 
soluţie apoasă 10% de bromură de cianogen 1 ml 


În cazurile pozitive (tulpini producătoare de niacină), apare o colorație galbenă, 
care se apreciază în comparaţie cu un martor. Metoda este relativ simplă, dar 
necesită obţinerea de colonii abundente de bacili, ceea ce presupune de cele 
mai multe ori realizarea de subculturi ; pe de altă parte, bromura de cianogen 
necesară efectuării testului este scumpă, toxică, şi are un miros dezagreabil. 
De aceea, s-au căutat procedee de simplificare a metodei, între care sînt de tepant- 
acela al lui Bönicke şi Lisboa, care înlocuiesc reactivii lui Konno prin Gps 
şi cianură de potasiu, ori acela foarte economic al lui Tarshis, redat în cele ce 
urmează. i I ; SE 
b) Microtestul la niacină (Tarshis, 1960). ee De ees" 
de izolare (Lâwenstein-Jensen) sînt repicate pe un mediu specia RE Sp 
îmbogățirea ca și creșterea rapidă şi omogenă a tulpinii izolate, şi a 

zitie este următoarea : 


(A) mediul de bază („TAN = tween-albumină-niacină) : 


sulfat de potasiu p.a. 0,2 g 
citrat de magneziu p.a. 0,5 8 
fosfat monopotasie p.a. Do g 
asparagină Wi £ 
tween 80 Aeir ` 
agar-agar al : 


glicerină neutră Dä, 
apă distilată q.s.p. 


900,0 ml 
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e he toate ingredientele — cu excepţia agarului 
C E D D A dy bi 

heieren le la pH 6,6; se adaugă apoi agarul, iar amestecul se încăl- 
A 4 (a ă la izolvarea acestuia, Se sterilizează totul la 115*C, timp de 20 minute 
asind apoi să se răcească pînă la 560°C, cînd se adaugă : 


` în apă distilată, și soluţia 


(B) soluția de serum-albumină bovină : 


albumină bovină crist. (fr. V) 5 g 
dextroză 7,5 g 
clorură de sodiu p.a. 0,85 g 
apă distilată 100 ml 


(se ajustează amestecul la pH 6,6, se inactivează 15 minute la 56°C și: i- 
lizează filtrind prin Seitz). Mediul final se obține amestecînd aseptie puri 
(A) cu (B) şi se repartizează în tuburi. Tuburile se însăminţează cu cîte 0,3 ml 
suspensie bacilară preparată prin raclarea coloniilor obținute pe Jensen și sus- 
pendate în prealabil într-un amestec de nisip steril cu 0,5 ml soluţie 0,1 % serum- 
albumină (în tub de hemoliză). Se incubează în poziţie orizontală, la 37°C, şi se 
controlează creșterea, între 6 și 20 zile. De îndată ce s-a obţinut o creștere 
abundentă și omogenă (în medie după 8—12 zile), se adaugă în tubul de cul- 
tură, ținut orizontal, II—X picături de apă bidistilată sterilă, care se lasă în 
contact cu toată suprafața mediului, timp de 5 minute, după care se extrag 
din fiecare tub cite patru picături de extract niacinic ` acestea se trec într-un tub 
de hemoliză și se sterilizează 15 minute la 115°C. Din acest extract, se depun 
două picături într-un godeu (de pe o placă cu godeuri din porcelan), peste care 
se adaugă : o picătură din soluţia alcoolică 4%, de anilină şi o picătură din soluția 
apoasă 10% de bromură de cianogen. Totul se amestecă prin mişcări de rotație 
timp de două minute, după care se citeşte rezultatul, notîndu-se : 


— : lipsă de culoare (rezultat negativ) 
D : coloraţie gălbuie (rezultat dubios) 


e fa coloraţie galbenă netă, de diferite intensităţi (testul la niacină pozitiv, 
net pozitiv, intens pozitiv) 


Aprecierea rezultatului se face în raport cu doi martori : unul care cuprinde 
«o picătură de extract + o picătură soluţie anilină + o picătură apă distilată» 
şi al doilea cu «două picături extract + o picătură'soluţie bromură de cianogen + 
o picătură apă distilată». : i : - 

Aceasta ,„,„micrometodă” prezintă avantaje evidente în ce priveşte ` econo- 
mia, securitatea de lucru, eficacitatea și cîștigul de timp. Ea permite diferențierea 
netă a micobacteriilor de tip uman virulente (niacinopozitive), de celelalte U 
de micobacterii (care dau rezultate slab pozitive sau cel maì E 

c) Testul ureazei este un alt test de diferențiere biochimică ai or a wie 
care permite diferenţierea acestora de bacilii paratuberculoşi. Pare D see 
care desface ureea în amoniac și bioxid de carbon, este ear K Ko ate 
notabilă la bacilii paratuberculoși și este cu mult mai redusă sau lipseş 


E E e a tulpinii de cercetat se poate ob CH Ea Ss 
prin metoda Elek, care constă în punerea în evidenţă a amoniacului deg 

tivului Nessler, ad 
eer Ari RE bacilară, preparată din tulpina de e Gao eg 
În prealabil cu apă distilată sterilă), se adaugă, într-un tub de he „0, 
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1y Dn de uree (în apă distilg sterili; i Í Í 
bează timp de 3 ore , } Hată, sterilizată prin filtrare) ; se incu- 


la 37*C, i > adaugă ică 
7°C, apoi se adaugă V-X picături de reactiv Nessler : 
iodură de potasiu 12 g 
iodură mercurică 15 g 


leșie de sodă (NaOH 10 %) 


150 : 1,33 
apă distilată q.s.p. Pre e) 


1 000 ml 
Prezența ureazei la tulpina cercetată se tr i i 
bătind uneori spre brun. se traduce prin apariţia unei co loraţii galbene, 
d) Determinarea aclivilății catalazice și í 

N erozid e 
element diferenţial, dat fiind că micobacteriile atipice, Ate 
mare aceste enzime și în special catalaza. Metodele de determin 
SES SE descrise în capitolul anterior al lucrării, 

k oncomitent cu efectuarea acestor teste de diferenti iochimi 
priveşte activitatea enzimatică, se recomandă și SC Kee erker 
să ed erger de cercetat, prin determinarea efectului pe care-l au asupra respirației 

"en ; Km Dot anch benzoic şi mai ales acidul salicilic (efectul salicilat). 
e î me ed a Geet Se GE in SEN prin adăugarea de salicilat de 

t e » urma e determinarea consecutivă a consumului 
pă Cd GE este pozitiv la bacilii tuberculoşi tipici și negativ la cei 
atipici (ca şi la cei de tip aviar, ori la cei saproliţi). 

e) Activitatea deshidrogenazică, care se caută după testul lui Wilson, pre- 
zintă valori mai ridicate la bacilii atipici decît la cei tipici, însă inferioare celor 
date de bacilii paratuberculoşi. 

x D Între testele de virulență „in vitro”, fixarea roşului neutru (Griffith, Wayne) 
este. net mai slabă la bacilii atipici (reacția Middlebrook-Dubos negativă), decît 
la cei tipici. . ? 

g) Tuberculolipidele specifice (Gastambide-Odier şi colaboratori): extrac- 
tele lipidice obținute din diferitele tulpini de bacili atipici, cercetate în special 
prin absorbția în ultraviolet, au arătat o oarecare specificitate. S-au putut astfel 
izola două fracțiuni : „Ga” şi „J”, dintre care prima este specifică micobacte- 
riilor atipice, iar în cazuriie în care lipseşte, este înlocuită cu fracțiunea „J 
(comună şi bacililor aviari). 

h) Ozidoreducerea coloranților : bacilii tuberculoși tipici nu reduc nici 
2,6-dibromoindofenolul sodic, nici indofenolul sodic, în timp ce aceia atipici îi 
reduc într-o proporţie foarte însemnată (peste 90% din cazuri). à e 

i) Capacitatea de proliferare în culturi de ţesuturi (Shepard, Dona şi Dona) : 
în culturi de celule neoplazice in vitro (tulpina HeLa), bacilii tuberculoşi tipici 
se dezvoltă intracelular sub formă de corzi” caracteristice, pe cînd cei atipici 
apar granulaţi sau ramilicaţi. 

j) Actiunea fagilor (Penso) este specifică, în sensul că lizogenia permite 
diferențieri de tip între micobacteriile atipice şi cele saprotite. 8 

k) Elaborarea de penicilinază (Bânicke) este mai redusă la micobacteriile 

å rofite. 
atipice, în comparație cu cele tipice sau sapro 3 d 

1) Testele „serologice” (Nassau) : în reacția de hemoliză Wé eeecee Zoé 
tuberculoşilor este activ faţă de antigenul itzi: ain bacil Amah p ann 

ză cu un an 
serul celor infectați cu atipici reacţionează c Ze uge 
i de tip uman virulent; serul de iepure, hipe A $ 
eneen f eripe (trena de atipici cu specificitate cunoscută, permite distincția 


dintre bacilii atipici. și cei tipici, 


a servi şi ea ca 
ză în cantitate 
are a activităţii 
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m) Celelalte criterii da wech i 
EEN sg criterii de diferenţiere, cu importanță maj limitată, ca : rezis- 
de Betz a Sa stiut] de temperatură (60, 70 și 80°C) şi la pH a. 1 timpul 
> reducere al a astrului de metilen rezis 3 i t 
s rezistența la căldură și capacit 
si BCE Ge ă ș tatea de 
creștere la diferite temperaturi, sînt de asemenea utile. d 


D) Pâgmentogeneza a tos socotită, încă de la început 
că un caracter important al micobacteriilor atipice (Tarshis 
şi Frisch), de unde şi denumirea de bacili cromogemi, care se 
mai dă acestora. Curînd însă s-a văzut (Runyon) că unele 
tulpini elaborează în mod constant pigment (fotocromogenii), 
pe cînd altele îl fabrică inconstant (scotocromogeni). Elabo- 
area de pigment în funcție de expunerea la lumină a servit, 
alături de potențialul de dezvoltare, ca criteriu de clasificare 
al micobacteriilor atipice, împărţite de Runyon (1957—1959) 
ù patru mari grupe : 


1) Fotocromogenii (tip : Mycobacterium kansasii) cuprind tulpinile care 
elaborează un pigment galben de îndată ce sînt expuse la lumină ; după o expunere 
mai prelungită, pigmentarea devine portocalie, trecînd uneori chiar spre roşu- 
cărămiziu. În absenţa luminii, pismentogeneza nu se mai produce. Sint slab 
producători de cord-factor şi au, în general, o dezvoltare mai rapidă decit aceea 
a bacililor tuberculoşi tipici, însă mai lentă ca cea a saprofiţilor (paratuberculo- 
şilor). Coloniile se prezintă în general de tip „smooth”. 

2) Scotocromogenii cuprind tulpinile care, expuse continuu la lumină, se 
pismentează din ce în ce mai intens în roşu, în timp ce, la întuneric, capătă o 
coloraţie galbenă-pală, uneori bătînd spre portocaliu. Sînt cei mai frecvent 
întîlniţi în cazurile clinice (cam 75 %), asociaţi cu bacilii tuberculoși tipici, fără 
însă ca raporturile lor reciproce să fie încă bine cunoscute. Nu sînt patogeni pentru 
animalele de laborator. 

3) Nefotocromogenii (tip : Mycobacterium ,, Battey”) sînt foarte heterogeni, 
unele tulpini dînd colonii nepigmentate (albe sau crem), altele producind un 
pigment roz-gălbui, neinfluenţat de lumină. Cuprind forme amintind fie tipul 
aviar (aviarosimili), fie nocarăiile (nocardiosimili), fără a se putea preciza legă- 
turile reale cu aceste tipuri. Coloniile sînt netede, de tip „smooth” e fără cord- 
factor, formate din bacili scurţi și groşi. Dezvoltarea lor este mai rapidă decit 
aceea a bacililor tuberculoşi tipici, dar mai lentă ca a saprofiţilor. Patogenitatea 
pentru animalele de laborator este redusă, dar semnificativă. Frecvența cazurilor 
clinice nu depăşeşte 2,5%. S Ges SE 

4) Atipicii cu „creştere rapidă” (R.G. e SE BEE Geen ac za 
ca urmare a rapidităţii cu care se dezvoltă n-culturi, ajung rupeau 
dezvoltare după numai 3—5 zile de la însăm înţare, chiar la tempera 


E) gradul de sensibilitate la tuberculostatice constituie. o 
Ee a micobacteriilor atipice, în sensul tă EE 
sînt cu mult mai rezistente decit celelalte Tasoh S S kee 
acțiunea hidrazidei, streptomicinei și mai ales a Gei en i 
aceasta din urmă fiind foarte rar întâlnită ca o at Pier 
dobîndită în urma tratamentului cu acest tubereu 4 
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E) Puterea p ră i 
atogenă experimentală, 4 3 
CH Bebe og & experimentală, încercată 
laborator, esto în general redusă. La cobai, leziuni 

cînd există, se rezumă li hi deet e. Seat iS 
te Pë rozu ă la o vperplazie discretă a ganglionilor 

tavel, arareori însoţită de insămintări discrete la ni 
rinichiului, pancreasului ai plămînilor (micri le REI, eenz 
Zu U 9 ă Toleziuni cu, necroză 
it la el | roză, 
aie înconjurată de un tesut de granulaţie nespecifică) 
Q dei po o di ii ii i i o Sai? 
7 tie se pot obţine uneori infecții cu aspect granulomatos 
pe pic; prin inoculare directă în camera anterioară a 
ochiului acestui animal, se obţin leziuni regresive. Cel mai 


sensibil dintre animalele op: i 
To g £ de laborator pare a fi ha e 
la care se pot ob 7 fiee en 


N ține leziuni tuberculoa, aracteristice, ce 
localizare pulmonară , Splenică şi epiploăteă, "tonă cat da 
__ Aspectele clinice ale infecției cu micobacterii atipice pre- 
zintă particularităţi interesante. În general, este vorba fie 
de bolnavi cu leziuni active dar prezentind o baciloscopie 
negativă, fie de bolnavi cu forme torpide și cu stare generală 
bună, stabilizaţi în ce privește evoluţia (leziuni nodulare, 
fibroase, tuberculoame, localizări extrapulmonare), aceștia 
din urmă dînd un procent mult mai mare de tulpini atipice 
(din spută, spălătură gastrică, piese de exereză). Ipoteza unei 
contaminări fortuite, de laborator, cu tulpini atipice, mult 
discutată, este exclusă, dată fiind coexistenţa intimă a bacililor 
atipici cu cei tipici într-un acelaşi produs (,,amestecuri” de 
germeni), cum şi prezenţa atipicilor în produse în care exis- 
tenţa, saprofiților ește practic imposibilă (1.c.r., lichid pleural etc). 
Condiţiile cerute pentru ca izolarea unei micobacterii 
atipice dintr-un produs patologie de origine umană să poată 
fi considerată valabilă din punct de vedere etiologic, sînt îndea- 
juns de riguroase şi necesită (Jenkins) : 
— izolarea germenului în stare pură de la un acelaşi 
pacient ; | $ 
— obţinerea de rezultate identice la repetarea examenului 
după diferite intervale de timp; SÉ 
— obţinerea tulpinii atipice direct din materialul biopsie ; 
— răspunsul alergic la testarea bolnavului cu o tubereu- 
lină preparată din tulpina izolată trebuie să fie mai intens decit 
acela dat de tubereulina obişnuită (obţinută din bacili de tip 
uman și bovin virulent) ; 
— răspunsul umoral prin anticorpi 


pe anima- 


la exeretorii de bacili 


atipici (tehnica dublei dituzii în gel) față de aceşti germeni, 
să fie specifie. 


MICOBACTE E 
ICOBACTERII „ATIPICE“, SAPROBITE ȘI  LEPROASI 
; 209 


pia are originei infecției cu micobacterii 
be Val KOR dacă t i i 

ere? iul oua S ac asta, este „primordial Goen, ca 
dchiaot dee WC ninar provenite din, mediul exterior (prin 
erele else | eg oe ag e? urmare æ unor 
cz mit pe pulație de bacili tuberculosi 
tipici care, sub influenta antibiotsrapiei, sau Eao e 
imunobiologice din partea organismului infectat, suferă sel mm. 
bări metabolice care-i tr Ver de variație 


anstormă, printr-un, - d ) jati 
Rtg PaL o EN » printr-un proces de variație, 
Wpice. Kagramanov (U.R.9.9,) crede că această 
Plati cn Lg R.S.S.) crede că această 
a ca are loc sub influența proceselor de cicatrizare de la 
A i D D á o 
nive u leziunilor torpide şi se. dezvoltă concomitent cu o pig- 
mentogeneză din ce în ce mai activă. Acest autor a mai sem- 
nalat şi faptul interesant că una dintre tulpinile de mico- 
bacterii atipice, izolate de el (tulpina nr. 344), posedă calități 
imunogene, în ce priveşte protecţia conferită animalului ino- 
culat, comparabile cu acelea ale vaccinului B.C.G. 


atipice nu se 


2. MICOBACTERIILE SAPROFITE 


Aceste micobacterii constituie un grup extrem de numeros 
şi cu o foarte mare răspîndire în natură. Prezintă numeroase 
caractere comune cu micobacteriile patogene, cum ar fi: 
acidorezistenţa, caracterele morfologice şi tinctoriale, unele 
caractere culturale ete. În condiţii naturale, sînt însă lipsite 
de virulență şi de patogenitate pentru om şi animale. Sînt 
ubicvitare, populind cele mai diverse habitaturi: sol, ape, 
ierburi, gunoaie, grăsimi animale şi vegetale, lapte, secret 
animale etc. Spre deosebire însă de micobacteriile adevărate, 
micobacteriile saprofite (bacilii paratubereuloși sau tubereuloizi) 
pot creşte cu ușurință şi pe mediile de cultură uzuale (ex.: 
geloză simplă 2%), (fig. 43) chiar şi la temperatura camerei. 
Prezintă uneori o pigmentogeneză intensă (colonii cromogene ). 
Creşterea, este favorizată de prezența glicerinel şi, spre deosebire 
de acidorezistenţii adevăraţi, nu sînt inhibaţi de prezenţa 
DA Salut în mediu. Puterea patogenă Keren la 
animalele de laborator, este practic inexistentă. Prin woa pto 
pe cale subcutanată, se pot obține, în unele cazuri, leziuni. ei 
discrete, fără tendinţă la evoluție. Pe cale batranoani o 
o doză suficient de mare de germeni, se poate "ët d EE 
de mici tuberculi în viscere, care de regulă se vindecă sp ; 
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Calea intraperitoneală este mai severă 
culează doze mari; în acest mor Dp 
organelor principale din 


mai ales dacă se 
nod, se pot obţine, pe 
cavitatea abdominală ( 


ino- 
pe suprafata 
ficat, splină) 


Fig. 43. — Micobacterii saprofite (bacili paratuberculoşi) cultivate 
pe medii uzuale : geloză simplă 2%, la temperatura camerei, după 
72 de ore de la însămînţare (orig.). 


şi pe epiploon, numeroase false membrane. Înrobarea în adju- 
vanţi (oleu de parafină, unt topit) face ca leziunile să devină 
mai accentuate, ducînd uneori pînă la moartea animalului. 
Rolul micobacteriilor saprofite (bacililor paratubereuloşi) în 
clinica umană este, se pare, foarte redus, ele constituind — în 
rarele cazuri cînd se izolează de la bolnavi — doar o floră 
de asociaţie secundară, fără vreun rol patogen bine definit. 


3. MICOBACTERIILE LEPREI 


Sint micobacterii care constituie un grup cu totul aparte 
de micobacterii patogene, care se disting de micobaeteriile 
tuberculozei, ca și de cele saprotite, prin parazitismul lor 
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ai T nos KR ; 
strict. Ele nu cultivă, pe niciunul dintre mediile 


cunoscute pînă în prezent. Cunriné K AAT i ele 
deosebite după andele Ge ela ele zi Ger A Wie? bine distincte, 
infecția cunoscută, sub numele dër Zeg ră gga la care provoacă 

1) Mycobacterium leprae (Hansen d 368), wen patc 
al leprei umane; gi PES 3 ISOD! patogen 

2) M Së Zi leprae mura (St o 
patogen al leprei sobi TË 00 muris (Stetansky, 1903), agentul 

Son al leprei şobolanilor sălbatici. 
om mi Bac ecua la evo aa og tan 
ge ae g a ent, mäsurînd 1 —7 4 lungime 
ŞI eg OZ ăţime, Este imobil, Gram pozitiv, colorabil prin 
mai toţi coloranţii uzuali (dacă acţiunea lor se prelungeşte 
suficient în timp). Cu metoda Ziehl-Neelsen, bacilii leproși 
apar colorați în roșu aprins, prezentînd adeseori granulaţii 
mari imtracelulare : corpusculi cromofili. Bacilii pe cale de 
degenerescenţă apar foarte granuloşi, membrána lor tinde să 
dispară, iar granulaţiile să se dezagrege. Corpii bacilari sînt de 
regulă dispuşi, în „pachete”, unii lîngă alţii (ca „ţigările într-un 
pachet”), ocupînd citoplasma mononuclearelor sub formă de 
globi. Globiile sînt învelite într-o substanță gelatinoasă gi 
transparentă („,zoogleea leproasă”) și, împreună cu mono- 
nuclearele pe care le parazitează, constituie „celulele leproase” 
caracteristice. 

Bacilul lui Hansen nu a putut fi cultivat, pînă în prezent, 
pe niciunul dintre mediile de cultură cunoscute. Metabolismul 
şi echipamentul său enzimatice nu-i permit o adaptare la 
mediile artificiale de cultură. Singurul mediu, care pare să fi 
permis o cultivare de scurtă durată, este acela al lui Suwo-Kui 
(amestec de plasmă de găină cu suc embrionar de pui), în care 
se însămînţează histiocite, fibroblaste şi celule epiteliale infec- 
tate cu bacili leproşi. 

Structura antigenică este foarte puţin cunoscută, ca urmare 
a imposibilității de a-l putea cultiva în vitro. Se pare că între 
tulpinile „,Carville” (Badger, 1940) ar exista aglutinogene 
specifice deosebite, dar şi un aglutinogen comun. Ele au putut 
servi ca antigene pentru reacţii de fixare cu seruri de leproşi. 
Bacilul lepros pare să posede un antigen comun cu cel tuber- 
culos, întrucît serurile leproase aglutinează intens hematiile 
„sensibilizate” cu, polizaharidul tuberculos (O. Loneseu-Mihăieşti 
şi 0.0, Oprescu). 

Bacilul lepros nu este patogen, în mod practic, ia a 
nici unul dintre animalele de laborator. Prin inoculare. de 


de cultură, 
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suspensii de leproame la diferite animale 
maimuțe), se pot obţine leziuni locale 
nu sînt urmate de generalizarea infecţiei gi care numai rs j 
se pot transmite. în serie, Singurul animal la care mape Si? ea 
fi obținut recent o generalizare a leziunilor este Bergen. 
La om, inocularea accidentală poate fi urmată, în unele er GH 
de contractarea infecţiei, E SE 
Ed SEA cate, într-o măsură și mai mare decit; bacilul 
rculos, un parazit obligator. Contagiunea este strict inter- 
umană, omul fiind singura gazdă cunoscută, Contaminarea, se 
face plecînd de la secrețiile nazale bacilifere ale bolnavilor ai 
într-o măsură mai redusă, prin bacilii proveniţi din leziunile 
cutanate deschise, cunoscute sub numele de leproame. 
„Infecția umană este considerată astăzi ca o reticuloendo- 
telioză, cu leziuni care afectează mezenchimul. Acestea constan 
din „„leproame” formate din noduli (tuberculi), în a căror 
structură intră celulele leproase (mononucleare parazitate de 
bacili leproşi), dispuse în jurul capilarelor sanguine şi în spa- 
tiile limfatice ale țesutului conjonctiv. Ele evoluează fără 
supuraţie sau cazeificare, dar se pot ulcera și infecta secundar. 
Leproamele cele mai numeroase se formează în derm, pe care 
îl îngroaşă considerabil, dînd bolnavului un aspect caracteristic : 
faciesul leonin, Formele în care predomină leproamele intra- 
dermice constituie lepra lepromatoasă sau tuberculoidă, care 
este însoţită de căderea părului (alopecie), invadarea mucoaselor 
(mai ales a pituitarei) şi a globilor oculari (cecitate). Invadarea 
nervilor (axonilor şi tecilor de mielină), cu alterarea lor prin 
compresie, duce la forma nervoasă a bolii, cu instalarea de para- 
lizii motorii, tulburări de sensibilitate şi leziuni trofice cu mutila- 
ţii. Cele mai frecvente sînt însă formele miste, care debutează 
cu macule cutanate şi cu tulburări de sensibilitate periferică. 
La indivizii cu, rezistența mai scăzută, boala poate căpăta 
un caracter malign, cu generalizare în viscere, urmată de 
moarte. 

Imumitaleă pare întrucâtva manifestă în formele latente, 
în care multă vreme rămîn afectaţi doar ganglionii inguinali. 
Starea de sensibilizare specifică (alergia) se poate testa prin 
reacția Mitsuda : se injectează intradermie o suspensie de leprom, 
în care bacilii au, fost omoriţi prin căldură ; în cazurile pozitive, 
la locul de injecție apare, după 24 de ore, o intensă reacție 
infiltrativă: caracteristică, care durează citeva săptămîni. 


(cobai, iepuri şi mai ales 
specifice abortive, care 
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Lepra, care a constituit tim 
flagele ale omenirii, este ast 
mai ales în regiunile calde şi 


imp de milenii unul dintre marile 
ări end sporadic pe glob, 
N IN, d Vo antis m a d 
Est, India, Indochina, Japonia, ( ju ina ev did Ge el ee 
pentru prima oară în scrierile lui Aristoteles (345 (Leni Din 
Grecia, a trecut la Roma, de unde a invadat apoi Europa, 
pe urmă Asia ŞI Insulele din Pacific. În zilele noastre, numărul 
leproşilor in lume se cifrează la aproximativ 3 500 000 (1946). 
Diagnosticul bacteriologic al bolii se face prin. cercetarea, 
prezenței bacilului lepros în mucusul nazal şi în leproamele 
cutanate, 
Examenul mucusului se practică fie prin raclarea energică 
a mucoasei interne a septului nazal şi etalarea produsului de 
raclaj pe lamă, fie provocîndu-se o coriză medicamentoasă prin 
administrare de iodură de potasiu, culegerea, secreției obţinute 
pe un tifon steril și întinderea ei pe lamă. Lamele sé colorează 
după metoda Ziehl-Neelsen, iar rezultatele pozitive se traduce 
prin prezenţa „„globiilor” în „celulele leproase”. KEA 
Examenul leproamelor permite un diagnostic mai precoce. 
Se prelevă, prin biopsie, un fragment de la periferia unei maculé 
sau a unui leprom, care se triturează mărunt în mojar şi se 
etalează pe lame, care sînt apoi colorate după metoda Ziehl- 
Neelsen. La nevoie, se poate practica şi examenul anatomo- 
patologic al fragmentului prelevat: în cazurile pozitive, se 
constată o infiltraţie masivă limfocitară, perivasculară ori în 
jurul glandelor sebacee, cum şi numeroase „celule leproase”. 
În formele nervoase, se găsese formaţiuni nodulare de - tip 
granulomatos, înconjurate de colagen şi cuprinzînd frecvente 
limfocite, celule leproase, epitelioide şi plasmodii plurinueleate; 
fără reacţie hiperplazică ori infiltraţie cu polinucleare. Leziunile 
prezintă oarecare analogie cu cele de tuberculoză cutanată, 
fiind însă lipsite de tuberculi şi fără procese de cazeiticare, 
de unde și denumirea de „tubereuloide” care li s-a dat. 
Tratamentul infecţiei se reducea, pînă foarte recent, la 
administrarea „oleului de Chaulmoogra” și a injecţiilor intra- 
venoase de albastru de metilen în soluţie 1% (reactivarea S.R.E.) 
cu rezultate mediocre şi inconstante. Recent, au fost încereate 
cu succes: sulfonele (mai ales sulfono-mamă: diaminodite- 
nilsulfona), promina, promacetina etc., cum și dihidrostrepto- 
"` Dia punct de vedere epidemiologio, lepra este Fässer 
ca o maladie transmisibilă, a cărei propagare pare condiţionată 


Li 
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de factori de mediu speciali a, climatul 
cald şi umed. În zilele noastre, receptivitatea omului din, regin- 
nile temperate şi cu un Standard de viaţă, ridicat este extrem 
de redusă. Copiii par mai receptivi decit adulții. Boala este 
mai frecventă la bărbați decit la femei (viață mai mobilă ?), 
În Europa, valul epidemic care cuprinsese Norvegia în cursul 
ultimului mileniu este aproape stins (numai trei cazuri între 
1925 şi 1931). În unele ţări africano-asiatice ea este încă ende- 
mică iar numărul de cazuri relativ ridicat (peste 3 000 000). 


Mycobacterium; leprae muris (bacilul leprei gobolanilor sau 
„bacilul lui Stefansky”) 


, este un bacil acidoalcoolorezistent, 
descoperit în 1903 de Stefansky, la Odesa, la şobolanii sălba- 
teci capturați în acel oraş. La aceste animale, mycobacteria 
provoacă o maladie spontană, foarte asemănătoare leprei 
(„maladia lui Stefansky”), caracterizată prin leziuni nodulare 
intradermice, nesupurative şi necazeoase, cu aspectul anatomo- 
patologic al leziunilor leproase propriu-zise. În forma cutanată, 
tegumentul îngroşat al animalului prezintă numeroase „plăci 
de alopecie şi noduli diseminaţi, iar ganglionii tributari sînt 
hipertrofici, duri şi neramoliți. Concomitent, sînt invadate 
mucoasele (cecitate), nervii (paralizii, tulburări „trofice) şi, 
în cele din urmă, și viscerele. În formele ganglionare, mai 
rare, se prind ganglionii inguinali, axilari, submaxilari şi cer- 
icali. Animalul se cașectizează şi moare. 
rari entul patogen : bacilul lui Stefansky, este un germen cu 
I eiert i i tinctoriale ca şi bacilul lui 
aceleaşi proprietăţi italice şi tim or dee E SE 
Hansen (acidoaleoolorezistent, avîn „dd Ti i est 
i i ţie în „globii” în citoplasma 
drept sau incurbat, cu dispoziţ i T 
lor). Nu este cultivabil pe me iile de Ze 
EE pretind să-l fi putut. cultiva pe membrana corio 
idă a embrionului de găină). SE: 
"EE poate fi transmisă în serie, la animalele e pie 
L negru şi cel alb), pe toate căile de inocula soba 
Lë SC injectarea intraperitoneală a unui azpnont 
Be SÉ acest mod, se obţine Ce Ee RES, x 8 
j j animalul se caşectizează şi moare. ` 
RE LEE sînt refractare. EEN Se Ve 
A ni, pri ături. Intecţiun 
obolani, prin mugo n SA aș AN 
EE cazuri în formele ganglionare şi 0,6% în cel 
cutanate). 


: mizeria şi promisenitate 
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